UNICANMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

Instituto de Biologia

JUAN PABLO PORTILLA LLERENA

IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE FATORES DE
TRANSCRICAO QUE REGULAM A BIOSSINTESE DE LIGNINA
EM SACCHARUM SPP.

IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF
TRANSCRIPTION FACTORS THAT REGULATE LIGNIN
BIOSYNTHESIS IN SACCHARUM SPP.

Campinas

2021



JUAN PABLO PORTILLA LLERENA

IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE FATORES DE
TRANSCRICAO QUE REGULAM A BIOSSINTESE DE LIGNINA
EM SACCHARUM SPP.

IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF
TRANSCRIPTION FACTORS THAT REGULATE
LIGNIN BIOSYNTHESIS IN SACCHARUM SPP.

Orientador: Prof. Dr. PAULO MAZZAFERA

ESTE TRABALHO CORRESPONDE A
VERSAOFINAL DA TESE DEFENDIDA PELO
ALUNO JUAN PABLO PORTILLA LLERENA, E
ORIENTADA PELO PROF. DR. PAULO
MAZZAFERA

Campinas

2021

Tese apresentada ao
Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de
Campinas como parte dos
requisitos exigidos para a
obtencéo do titulo de Doutor
em Biologia Vegetal



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca do Instituto de Biologia
Mara Janaina de Oliveira - CRB 8/6972

Portilla Llerena, Juan Pablo, 1985-

P836i Identificacdo e caracterizacdo de fatores de transcricdo que regulam a
biossintese de lignina em Saccharum spp. / Juan Pablo Portilla Llerena. —
Campinas, SP : [s.n.], 2021.

Orientador: Paulo Mazzafera.
Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas, Instituto de
Biologia.

1. Saccharum. 2. Lignina. 3. Sacarificacdo. 4. Fatores de transcri¢ao. 5.
Parede celular. I. Mazzafera, Paulo, 1961-. Il. Universidade Estadual de
Campinas. Instituto de Biologia. Ill. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: Identification and characterization of transcription factors that
regulate lignin biosynthesis in Saccharum spp.
Palavras-chave em inglés:

Saccharum

Lignin

Saccharification

Transcription factors

Cell wall

Area de concentracéo: Biologia Vegetal
Titulacdo: Doutor em Biologia Vegetal

Banca examinadora:

Paulo Mazzafera [Orientador]

Renato Vicentini dos Santos

Igor Cesarino

Maria Magdalena Rossi

Elisson Antonio da Costa Romanel

Data de defesa: 01-10-2021

Programa de Pd6s-Graduacdao: Biologia Vegetal

Identificagéo e informagdes académicas do(a) aluno(a)
- ORCID do autor: https://orcid.org/0000-0001-8140-1292
- Curriculo Lattes do autor: http://lattes.cnpq.br/6660167766284087


http://www.tcpdf.org

Campinas, 1 de outubro de 2021

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Dr. Paulo Mazzafera
Prof. Dr. Renato Vicentini dos Santos
Prof.Dr. Igor Cesarino

Profa. Dra. Maria Magdalena Rossi

Prof. Dr. Elisson Antonio da Costa Romanel

Os membros da Comissao Examinadora acima assinaram a Ata de Defesa,
gueseencontra no processo de vida académica do aluno.

A Ata da defesa com as respectivas assinaturas dos membros encontra-se no
SIGA/Sistemade Fluxo de Dissertacdo/Tese e na Secretaria do Programa (inserir o
nome do programa de p6s) da Unidade (inserir o nome da faculdade/instituto).



DEDICATORIA

Dedico esta tese de Doutorado...

A minha familia...

A minha querida mae Fabiola, por
estar comigo sempre nos momentos
bons e maus. Por me ensinar a
enfrentar com diligencia e sabedoria
os desafios da vida e pelo apoio
incondicional na minha formacéo
académica. Estou orgulhoso de vocé,
por ser uma mulher com muita

coragem e perseveranca.

As minhas queridas irméas: Karina,
Carolina e Sofia, quanta saudade,
carinho a afeto. Os momentos da vida
sdo mais maravilhosos ao lado de

VOCES.



«Y a mi parece subitamente un
sueno estarfrente a ustedes, y a
mi me parece subitamente una
afnoranza cumplida estarfrente a
ustedes, y a mi parece que quizas
he muerto y estoy frente a
ustedes. Yo nosé y ni quiero
despertar, Ni odios ni rencores, ni
gritos Ni vejamenes, perdonoa
todos los que me gritan, perdono
a todos los que me injuriaron,
perdono atodos los que me
dejaron, los perdono ennombre
del Peru, no sé adonde me
conduzca la vida, no sé si me
lleve ala muerte, pero aqui estoy
entregando todo lo que soy otra
vez al servicio de la Patria.

Arriba los
Corazones
Arriba las
esperanzas
Arriba la
juventud
Viva el PERU
Viva Haya de
la Torre
Viva el

APRA»



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, Jesuscristo e ao Espirito Santo, por ter me permitido
caminhar até aqui,pela vida, por ter me dado forca e paz, nos momentos
dificeis.

Ao Prof. Dr. Paulo Mazzafera, pela recep¢cdo no seu laboratério e
oportunidade de me orientar e me iniciar no longo caminho da ciéncia.
Obrigado pela paciéncia e confianca desde o primeiro momento, pelas
argumentacdes criticas e sugestdes e por me ensinar que a ciéncia precisa
sempre do rigor cientifico.

A Universidade Estadual de Campinas, particularmente ao Instituto de
Biologia e ao Programa de Pdés-Graduacdo em Biologia Vegetal, pela
estrutura fisica para a realizacdo desta pesquisa. A CAPES e a FAPESP com
0 processo 2018/25058-5 pela bolsa de doutorado concedida.

Aos membros da pre-banca e Banca, por terem aceitado o convite para
participar da minhabanca examinadora, e valorizado o trabalho realizado.

Aos Doutores: Eduardo Kiyota, Pedro Araujo, Rafael Gallinari, Dra. Raquel
Figueiredo, Prof. Dr. Michael dos Santos Brito, Dra. Paula Nobile e Dr. Raul
Lima, pela ajuda na determinacdo da Razdo S/G, compostos fendlicos,
identificacdo de fatores de transcricdo e isolamento de promotores, desenho
de construgbes genicas e coleta de material transgénico...Muito obrigado
amigos, pela sua ajuda decisiva !!

Ao Prof. Dr. Jose Carlos del Rio, Dr. Jorge Rencoret e Dra. Ana Gutierrez,
pela colaboracdo com os andlises da parede celular por espectroscopia 2D
HSQC NMR

Ao Prof. Dr. Igor Cesarino e ao Dr. Savio de Siqueira Ferreira, pela
colaboracdo com os experimentos de transativacdo de Protoplastos, muito
obrigado...pelo imenso aprendizado.

Ao Prof. Dr. Markus Pauly pela colaboracéo na validacdo da determinagdo do
contetdo e composicdo de Lignina.

A Profa. Dra. Juliana Lischka Sampaio Mayer e & Estudante de Doutorado:
LaisSoémis Sisti pela colaboragéo nas analises histoquimicas.

Aos todos os colegas do Departamento de Fisiologia Vegetal, em especial aos
membros do LaFiMP, que de alguma forma participaram na realizagdo deste
tese de Doutorado.



RESUMO

O bagaco de cana-de-agUcar € uma matéria prima promissoria para a producao de
etanol de segunda geracdo, porém 0 seu uso, apresenta desafios desde que a
biomassa desta cultura é lignificada (~23%), limitando o processo de sacarificacéo.
Um dos principais enfoques para superar a recalcitrAncia é a modificacdo
biotecnoldgica dos reguladores (Fatores de Transcricao; TFs) da deposicdo de lignina,
dirigido a alterar o conteudo ou a composicao da lignina. A regulacéo transcricional da
deposicao de lignina, tem sido amplamente estudada em Arabidopsis do que em
monocotiledéneas e muito pouco ou nada se sabe em cana-de-acucar. O presente
trabalho teve como objetivo identificar e caracterizar fatores de transcricdo que
regulem enzimas da biossintese da lignina em Saccharum spp. visando a alteracao
da deposicéo de lignina. O isolamento dos promotores de genes representativos da
rota biosintética da lignina (CADS8, F5H e COMT) nas espécies de Saccharum, permitiu
identificar TFs repressores e ativadores. Informacdes originadas a partir de uma
analise de componente principal (PCA), correlacao de Pearson e de redes baseianas
confrontando dados de expressdo de genes de biossintese de lignina, razédo S/G,
contetdo de lignina, frente ao perfil transcricional dos TFs de ambos parentais,
confirmadas com ensaios de transativacao de protoplastos, evidenciou em destaque
que os TFs ShMYB85 e ShMYB58/63 poderiam possuir a potencial fungdo como
ativadores especificos da deposicado de lignina nas espécies de Saccharum. Para
corroborar estas preliminares evidencias foram desenvolvidos transgénicos com
silenciamento para estes TFs (Shmyb85 e Shmyb58/63) em Saccharum spp. cultivar
hibrido SP-3280. A caracterizacdo, reforcada por andlises 2D-RMN, revelou que
Shmyb85 e Shmyb58/63 tiveram similaridades e diferencas em alteracdes
relacionadas ao contetdo e composicdo de lignina, testes histoquimicos, perfil de
expressdo de genes da biossintese de lignina, e teor de compostos fendlicos. A
sacarificacao foi mais eficiente em plantas Shmyb85. Foi observado que em Shmyb85
e Shmyb58/63 houve alteracbes em mais de um polissacarideo da parede celular
(SCW), sendo ShMYB85 um ativador mais amplo que ShMYB58/63, desde que 0
primeiro controla especificadamente o teor de pectinas. Nossos dados enfatizam as
oportunidades e desafios de usar estes TFs MYBs para redesenhar a parede celular
com a finalidade de se produzir bioenergia. O conhecimento gerado aqui é importante
para impulsionar as praticas tradicionais de melhoramento em cana-de-acucar e
abordagens biotecnolégicas para o aproveitamento de biomassa lignocelulésica no
desenvolvimento do etanol de segunda geracéao.

Palavras-chave: Saccharum spp, lignina, sacarificacao, fator de transcri¢céo, pectina,
parede celular.



ABSTRACT

Sugarcane bagasse is a promising raw material for the production of second-
generation ethanol. Still, its use presents challenges since the biomass of this crop is
lignified (~23%), limiting the saccharification process. One of the main approaches to
overcome recalcitrance is the biotechnological modification of the regulators
(Transcription Factors; TFs) of lignin deposition, aimed at altering the content or
composition of lignin. The transcriptional regulation of lignin deposition has been more
studied in Arabidopsis than in monocots, and very little or nothing is known in
sugarcane. The present work aimed to identify and characterize transcription factors
that regulate lignin biosynthesis enzymes in Saccharum spp. The isolation of
promoters of genes of the lignin biosynthetic pathway (CAD8, F5H, and COMT) in
Saccharum species allowed the identification of repressor and activator TFs.
Information originated from a principal component analysis (PCA), Pearson correlation
and based networks comparing expression of genes of the lignin biosynthesis, S/G
ratio, lignin content, against the transcriptional profile of the TFs of both parents,
indicated ShMYB85 and ShMYB58/63 as potential regulators of lignin biosynthesis in
sugarcane. Such indication was supported with protoplast transactivation assays. To
have functional evidence of the role of these TFs, transgenics plants silenced for these
TFs were produced using Saccharum spp. cultivar SP-3280 hybrid. The
characterization, reinforced by 2D-NMR analysis, revealed that Shmyb85 and
Shmyb58/63 had similarities and differences in changes related to lignin content and
composition, histochemical tests, gene expresion, and phenolic compounds content.
Saccharification was more efficient in Shmyb85. It was observed that in Shmyb85 and
Shmyb58/63 there were alterations in more than one cell wall polysaccharide (SCW),
with ShMYBS85 being a broader activator than ShMYB58/63, since the first precisely
controls the pectin content. Our data emphasize the opportunities and challenges of
using these TFs MYBs to redesign the cell wall for bioenergy purposes. The knowledge
generated here is important to boost traditional sugarcane breeding practices and
approaches technologies for using lignocellulosic biomass in the development of
second-generation ethanol.

Keywords: Saccharum spp, lignin, saccharification, transcription factor, pectin, cell
wall.
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Figura 43 — Expresséo relativa (RT-qPCR) e fold-change de genes TFs (A e C):
ShMYB85 e (B e D) ShMYB58/63, respectivamente no 5° internddio de linhagens de
transgénicas de Shmyb85 e Shmyb58/63 Saccharum spp. cultivar hibrido SP-3280.
Asteriscos representam diferencias significativas na expressao relativa dos genes entre
os tratamentos. As medias foram comparados pelo teste de Wilcoxon, p<0.05As barras
verticais indicam o desvio padrdo das medias de quintuplicatas bioldgicas
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Figura 44 — Expressao relativa (RT-qPCR) de genes representativos da rota
biossintética de lignina, respectivamente, no 5° internddio de linhagens de transgénicas
de Shmyb85 (A) e Shmyb58/63 (B) Saccharum spp. cultivar hibrido SP-3280.
Asteriscos representam diferencias significativas na expressao relativa de um gene
particular entre os tratamentos. As medias foram comparados pelo teste de Wilcoxon,
p<0.05. As barras verticais indicam o desvio padrdo das medias de quintuplicatas
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1 INTRODUCAO

1.1 Etanol de primeira e de segunda geracao

Os rapidos crescimentos populacionais, bem como a industrializagdo global, exigem
fornecimento continuo e constante de energia ( Li et al., 2008; Yuan et al., 2008). A
reducdo das reservas de petrdleo, o aquecimento global devido a emisséao de gases
de efeito estufa e outros problemas associados com o uso de combustiveis fosseis
tem motivado a pesquisa dirigida ao desenvolvimento de fontes alternativas de
energia, de preferéncia renovavel, para a crescente demanda por energia em todo o
mundo (Hisano et al., 2009; Waclawovsky et al., 2010). O principal biocombustivel
alternativo € o bioetanol, com uma producdo anual que tem aumentado de 17 a 86
x106 m3, no periodo de 2000 a 2011 (Ren, 2012), seguido do biodiesel, com uma
producéo anual de 21.4 x 106 m3 em 2011.

O bioetanol pode ser produzido a partir do amido e da sacarose, denominado etanol
de primeira geracdo (E1G), e biomassa lignocelulésica, chamado de etanol de
segunda geracao (E2G). O etanol do amido é produzido principalmente a partir do
milho e, da sacarose, principalmente da cana-de-acucar. Mais 10 bilhdes de galBes
de E1G sado produzidos no mundo a cada ano, através de processos industriais
especializados, incluindo a hidrélise e fermentacao (Goldemberg, 2007; Rass-Hansen
et al., 2007). Embora a producédo de E1G represente a op¢do mais conveniente e
tecnicamente avancada, alguns tem sugerido que, a longo prazo, pode ocorrer uma
competicdo entre as areas destinadas ao plantio da cana-de-acucar e culturas
alimenticias (De Oliveira et al., 2005; Farrell et al., 2006). Para evitar esta situacdo no
futuro, especialmente em locais que ndo dispdem de um clima favoravel ou uma
suficiente extensdo territorial para cultivo, torna-se necessario investir no
desenvolvimento de tecnologias para a producdo de E2G. A tecnologia do E2G
envolve o uso da biomassa vegetal, que pode servir como matéria-prima renovavel
para a producdo de energia, podendo ser transformada em biocombustiveis através
de um processo chamado sacarificagdo. Assim, a biomassa remanescente de uma
cultura, a biomassa lignoceluldsica, como por exemplo o bagaco de cana-de-agucar,
seria uma grande fonte de acgUcares para a producao etanol (Carroll & Somerville,
2009; Simmons et al., 2008; Somerville et al., 2010). Atualmente, apenas

insignificantes quantidades de E2G sao produzidos em unidades industriais ao redor
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do mundo, indicando que ainda esta tecnologia ndo estd comercialmente factivel,
sendo que as limitagcdes séo tanto econdmicas e técnicas, estas Ultimas decorrentes
de problemas na otimizacdo do processo (Lennartsson et al., 2014). O principal
desafio técnico estéa relacionado a recalcitrancia da lignina, isto €, os polissacarideos
da parede celular ndo sdo prontamente disponiveis ao processo de sacarificacao
porque a lignina liga-se a celulose e a hemicelulose, protegendo-as fisicamente
(Anderson & Akin, 2008; Buckeridge et al., 2008). Esta situacédo faz com o acesso a
celulose por enzimas hidroliticas seja dificultado assim como o tempo de degradacao
da biomassa seja longo, elevando o custo do processo (Soccol et al., 2010). Para
resolver este problema é necessario submeter a matéria prima a tratamentos quimicos
prévios, removendo a lignina, reduzindo a cristalinidade da celulose e aumentando a
porosidade do material, facilitando assim o processo de sacarificacdo. Embora os pré-
tratamentos quimicos existentes sejam relativamente eficientes para decompor a
parede celular, existe a consequente geracao de residuos quimicos que, além de
serem potencialmente poluentes, produzem produtos que inibem a fermentacdo dos
acucares liberados, tais como os furfurais (Buckeridge et al., 2010). Alternativamente,
para superar o problema do pré-tratamento com produtos quimicos, tem sido proposto
o desenvolvimento de plantas com menor recalcitrancia, seja por melhoramento
genético ou pela producdo de plantas geneticamente modificadas, com alteracdo no
conteudo ou a composicao de lignina através da super-expressao ou silenciamento
envolvidos na biossintese, polimerizacdo e regulacdo deste polimero (Aradjo et al.,
2019; Handakumbura & Hazen, 2012; Poovaiah et al., 2014;Ralph et al., 2006; Chen
and Dixon, 2007a).

1.2 O Género Saccharum, cana-de-acUcar e cana energia

Cana-de-acucar

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) é altamente eficiente na conversao de energia
solar em fotoassimilados, podendo acumular até 18% de sacarose nos colmos
(Moore, 1995), sendo a matéria prima para a producdo de acglcar e bioetanol (de
Souza et al., 2014; Jung et al., 2012). O substrato rico em sacarose obtido pelo
processamento dos colmos € usado para a fermentagéo alcodlica e producdo de E1G
(de Souza et al., 2014; Jung et al., 2012). A biomassa obtida apds a extracao do caldo

rico em sacarose, 0 bagaco, € constituida principalmente por celulose (39%),
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hemicelulose (25%) e lignina (23%) e apresenta um enorme potencial para a producao
de E2G (Carroll & Somerville, 2009; Rezende et al., 2011; Szczerbowski et al., 2014).
Todos esses componentes sdo geneticamente controlados e laboriosos de serem
estudados em cana-de-acucar, devido ao genoma complexo dos hibridos oriundos
dos eventos de hibridacdo e poliploidizacdo entre as espécies de Saccharum,
principalmente de S. officinarum e S. spontaneum, contribuindo 90% e 10%,

respectivamente para o genétipo hibrido de cana-de-agucar (Ming et al., 2006).

O género Saccharum

O género Saccharum compreende mais de 10 espécies, uma vez que passou a
englobar espécies do género Erianthus, jA& que sdo botanicamente proximos
(Cheavegatti-Gianotto et al., 2011;Grivet et al., 2006) (Figura 1). Até o momento
alguns estudos sisteméaticos relacionado a biossintese da lignina e a bioquimica da
parede celular tem sido feito com espécies de Saccharum (Ferreira et al., 2016;
Llerena et al., 2019), e com hibridos comerciais disponiveis (Bottcher et al., 2013;
Santos et al.,, 2015 a,b). Algumas espécies do género apresentam caracteristicas
comuns quanto ao acumulo de sacarose e producdo de fibras, tais como S.
spontaneum, S. officinarum, S. robustum e S. barberi (Figura 2) S. officinarum e S.
spontaneum sao contrastantes em relacéo ao teor de sacarose e de fibra, sendo que
a primeira acumula mais sacarose mas tem menor teor de fibras. S. officinarum é a
Gnica espécie dentro do género Saccharum cujo nimero cromossémico néo é variavel
entre os individuos (Price, 1963) e acredita-se que ela é originada a partir de S.
robustum. Por outro lado, S. spontaneum é uma espécie complexa, altamente
polimorfica, e a mais primitiva das espécies do género Saccharum. Possui uma
imensa variabilidade genética que pode contribuir com caracteristicas de interesse
agronémico aos programas de melhoramento genético (Naidu & Sreenivasan, 1987)
gue visam o desenvolvimento de variedades comerciais com grande potencial para a
producéo de biomassa (Roach, 1978). Diversas evidéncias moleculares indicam que
S. spontaneum é muito diferente geneticamente em relagdo as outras espécies de
Saccharum (Burnquist et al., 1992; Vijayan Nair et al., 1999). De maneira similar a S.
spontaneum, plantas de S. robustum possuem colmos ricos em fibras e pobres em
sacarose, e embora as plantas sejam extremamente vigorosas, Sd0 susceptiveis a
estresses abioticos e bidticos (Stevenson, 1965). Embora haja interesse potencial na

utilizacdo de S. robustum em programas de melhoramento genético devido ao seu
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grande vigor, h& poucas citagbes da utilizacdo da espécie, exceto nos hibridos
produzidos pelo programa de melhoramento no Havai (Naidu & Sreenivasan, 1987;
Roach & Daniels, 1987). A espécie S. barberi surgiu da hibridacdo natural de S.
officinarum com S. spontaneum (D’Hont et al., 2002). Esta espécie ja foi cultivada e
possui um conteldo moderado de sacarose, com resisténcia a estresses e alto
conteudo de fibras em relacdo a S. officinarum. Atualmente ndo existe grande
interesse no seu uso no melhoramento genético, principalmente devido a dificuldade

de florescimento e a esterilidade.
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Figura 1 — A provavel histéria evolutiva das espécies de Saccharum (Grivet et al.,
2006).
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Figura 2 — Principais espécies do género Saccharum que apresentam caracteristicas
comuns, principalmente quanto ao acumulo de sacarose e producdo de fibras, tais
como S. barberi - S. officinarum e S. spontaneum - S. robustum, respectivamente,
para o seu uso com fins de bioenergia.

Cana Energia

A maioria dos programas de melhoramento genético em cana-de-agucar utilizam o
retrocruzamento dos hibridos com espécies ancestrais de S. officinarum, devido ao
alto teor de sacarose e baixo contetdo de fibras (Carvalho-Netto et al., 2014). Mais
recentemente tem se dado atencdo ao que se conhece por Cana Energia, uma forma
distinta de cultura de cana-de-agucar destinada para a producgéo de biomassa, ficando
a producéo de sacarose em segundo plano (Carvalho-Netto et al., 2014), com foco no
aumento de alelos de S. spontaneum (alto teor de fibra e baixo de sacarose) nos
hibridos produzidos. O melhoramento genético para o desenvolvimento da cana
energia, conferindo alta produtividade de biomassa, digestibilidade da parede celular,
excepcional crescimento em &reas com pouca administracdo de nutrientes,
perfilhamento e resisténcia a doencas, também pode ser aproveitado a partir do
potencial existente na ampla diversidade genética das espécies ancestrais do género
Saccharum e outros géneros relacionados, tais como Erianthus, Miscanthus, Narenga
e Sclerostachya. Recentes esforcos do melhoramento estdo tomando distintas vias,

indicando que pode-se desenvolver dois tipos de cana energia. A cana energia de tipo
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I, que possui caracteristica de cultura “dual”, com conteudo de sacarose proximo ou

comparavel as variedades hibridas produtores de sacarose, mas com muito mais fibra,

e a cana energia de tipo Il, desenvolvida apenas para a producao de biomassa, com

alto teor de fibra, na qual a quantidade de sacarose € moderada (Tew & Cobill, 2008).

A cana energia pode ser utilizada para obtencdo de calor, vapor, eletricidade e

biocombustiveis (etanol de primeira e segunda geracao) o que € favorecido pelo seu

maior teor de lignina, que possui maior poder calorifico que 0s outros componentes

da parede celular (Van Heiningen, 2006;Tew & Cobill, 2008). Entretanto, o maior teor

de lignina traz desvantagens quando se considera o seu uso para a producgéo de E2G

Entre as perspectivas futuras em relacéo a cana energia temos:

Por causa da elevada produtividade de biomassa, a cana energia tem o
potencial de produzir maiores quantidades de acucares celulésicos por
hectarea que as variedades hibridas de cana-de-acucar, convencionais. Caso
isto se cumpra, a cana energia pode substituir, em um futuro préximo, uma
parte significativa das &reas destinadas para a cultura da cana-de-acgucatr,
mesmo aquelas destinadas para a industria de E2G. Isso sO sera possivel
através da superacao dos desafios no processamento da cana energia e o
fornecimento de um conjunto de variedades especificamente desenvolvidos
para este propoésito, é dizer etanol de primeira ou segunda geracao, vapor ou
eletricidade e/ou acucares celuldsicos para a producgéo bioquimica.

Por ser mais rustica, a cana energia pode ser plantada em terra com pouca
necessidade de nutrientes, ou areas de solo e climas piores do que aqueles
reservados para a producdo de alimentos ou cana-de-agUcar, convencional. A
cultura de cana energia exige menor uso de fertilizantes, herbicidas e

pesticidas.

A cana energia pode produzir mais perfilhos e possui um coeficiente de
multiplicacéo superior (1:30 ou mais) contra uma taxa menor (1:10) encontrada

nas variedades hibridas atuais.

A safra de cana energia serd importante para a conten¢do da erosdo do solo e
na recuperacao de solos degradados, pelo seu vigoroso sistema radicular na

forma de rizoma, com raizes fortes e fasciculadas.
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1.3 Lignina

A lignina € um heteropolimero complexo, formado pelo acoplamento oxidativo
combinatorio de trés alcoois que sao sintetizados no citoplasma das células vegetais:
p-cumaril, coniferil e sinapil. Estes alcoois diferem no grau de metoxilacédo (Boerjan et
al., 2003) sendo transportados do citoplasma para o apoplasto, onde sao oxidados
por peroxidases e/ou laccases, a fim de serem incorporados no polimero pré-formado
(Wang et al.,, 2013). ApOs a incorporagcdo, estes monolignéis passam a ser
denominados p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S), respectivamente, e a sua
contribuicdo para a composi¢cdo monomerica da lignina varia significativamente entre
os tipos de células, tecidos e plantas (Bonawitz & Chapple, 2010; Cesarino et al.,
2012). Outros fenilpropanoides também podem ser incorporados a estrutura da
lignina, em diferentes niveis (Raes et al., 2003). Uma recente caracterizacao estrutural
de paredes celulares de monocotiledéneas mostrou que o flavondide tricina faz parte
da lignina nativa (del Rio et al., 2015; Lan et al., 2015), sendo este mon6mero atuante
na formacéo do sitio de nucleacéo para inicio da biossintese de lignina (Cesarino et
al., 2016; Eloy et al., 2016; Lan et al., 2015)

A lignina presente nas gimnospermas € composta por unidades G e pequenas
qguantidades de H, enquanto que em angiospermas sdo compostas por unidades G, S
e tracos de H. Em monocotiledbneas, tanto as unidades S e G se apresentam em
niveis similares e a quantidade de unidades H é maior que em eudicotiledéneas
(Vanholme et al., 2010). O contetudo e composicao da lignina em monocotiledéneas é
regulada diferentemente em paredes celulares primarias e secundarias, diferentes
tecidos e diversos estresses (Grabber et al., 2004; Moura et al., 2010). Uma
caracteristica geral em internédios jovens de gramineas € que a lignificacdo comeca
antes do término do processo de alongamento (Bottcher et al., 2013; Chen et al., 2002;
Jung & Casler, 2006; Shen et al., 2009). Os tecidos lignificados sdo o protoxilema e
metaxilema, possuindo principalmente unidades H e G, com poucas unidades S
(Grabber, 2005; H. G. Jung & Engels, 2002). O acumulo de lignina cresce com a
maturidade, onde a deposicao deste polimero € encontrada na epiderme, hipoderme,
fibras do esclerénquima, xilematicas e parénquima de armazenamento que s&o
enriquecidos com lignina S (Casu et al., 2007; Cesarino et al., 2012; Jacobsen et al.,
1992). Quantidades significativas de acidos hidroxicinamicos (ferulato e p-coumarato)

sdo encontrados associados com paredes celulares de gramineas (Molinari et al.,
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2013; Ralph et al.,, 1995). Ambos hidroxicinamatos, especialmente o ferulato,
permitem o entrelacamento entre lignina e hemiceluloses, enquanto que p-coumarato
principalmente acila as unidades S e a sua acumulacdo esta associada com a

lignificacdo e com a maturidade da parede celular.

1.4 Biossintese de Lignina

O estudo da biossintese e deposi¢édo da lignina na parede celular vegetal é um dos
principais focos de pesquisa na area biocombustiveis. A lignina € amplamente
estudada em plantas modelos como Arabidopsis thaliana, Nicotiana tabacum e
Populus trichocarpa (Zhong & Ye, 2009). Vérias espécies de plantas foram
modificadas geneticamente com a finalidade de reduzir ou alterar a composi¢cao ou o
teor da lignina (Vanholme et al., 2010, 2012). ModificagBes genéticas no contetdo e
composicao de lignina dependem da posicéo da enzima na via biossintética e do perfil
de expressdo - super-expresssdo e/ou silenciamento - de genes envolvidos no
processo de lignificacdo (Poovaiah et al., 2014) (Figura 3). Alteracdes nas expressdes
de C3H, HCT, ou 4CL levam a mudancas quantitativas nos niveis de lignina, enquanto
que a regulacdo de F5H e COMT acarreta alteracbes na relacdo S/G e, por
conseguinte, no tipo de lignina (Chen & Dixon, 2007; Li et al., 2003; Ralph et al., 2006).
A recente identificacdo de outro gene da biossintese da lignina, Caffeoyl Shikimate
Esterase (CSE), adiciona outro passo nesta rota metabdlica que pode ser manipulado
(Ha et al., 2016; Vanholme et al., 2013). Além disso, a relacdo S/G e das ligacdes
inter-monomeéricas no polimero da lignina sdo caracteristicas importantes para prever
0 grau e natureza da condensacdo do polimero e, consequentemente, sobre a
recalcitrancia da biomassa vegetal (Kiyota et al., 2012). As vias biossintéticas dos
mondmeros da lignina séo relativamente conservadas entre as distintas espécies e
estudos de eudicotiiedbneas seriam validos para serem aplicadas em
monocotiledéneas para etanol de 2G (Fu et al., 2011; Jung & Engels, 2002; Zhou et
al., 2009). Embora os estudos com genes da rota biossintética de lignina e qualidade
de biomassa estiveram focados em eudicotiledéneas (por exemplo, Alfalfa e Populus)
e plantas modelo como Arabidopsis e Nicotiana (Zhou et al., 2009), poucos foram
executados em monocotileddneas. O estudo sistematico da biossintese de lignina em
cana-de-acucar tem sido amplamente explorados na identificacdo e caracterizacao
dos genes da via metabodlica (Ramos et al., 2001; Papini-Terzi et al., 2005; Bottcher
et al., 2013; Cesarino et al.,, 2013; Santos et al., 2015a,b; Vicentini et al., 2015;
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Ferreira et al.,, 2016) porem muitos aspectos do metabolismo deste polimero
permanecem mal compreendidos ou sdo desconhecidos nesta cultura (Cesarino et
al., 2016; Bewg, 2015)

As enzimas CAD (cinnamyl alcohol dehydrogenase), F5H (ferulate 5-hydroxylase) e
COMT (caffeic acid O-methyltransferase) sdo chaves no contetdo e a composicao da
lignina, por estarem posicionadas no final da rota de biossintese de lignina. O passo
final na biossintese dos monolignois € catalisado pela CAD e o seu envolvimento na
biossintese de lignina tem sido estudado em diferentes espécies: Populus deltoides X
Populus nigra, Eucalyptus camaldulensis, Panicum virgatum, Zea mays e
Brachipodium distachyon (Bouvier d’Yvoire et al., 2013; Chabannes et al., 2001;
Fornalé et al., 2012; Jackson et al., 2008; Lapierre et al., 2004; Ralph et al., 2001;
Saathoff et al., 2011; Valério et al., 2003). A reducdo na atividade de CAD resultou em
uma reducado do conteudo de lignina sem afetar a producdo de biomassa (Poovaiah
et al., 2014). Modificacdo genética da F5H e COMT provocam alteragdes na razao
S/G na composicdo da lignina (Li et al., 2003; Ralph et al., 2006; Chen & Dixon,
2007b). O silenciamento de COMT em cana-de-aglcar levou a uma reducao
significativa da subunidade S da lignina (Jung et al., 2012; Wu et al., 2019; Bewg et
al., 2016) Em coniferas, a subunidade S néo é presente, mas quando transformadas
com F5H a subunidade S é produzida e quando co-transformada com COMT obteve-
se sua incorporacdo no polimero da lignina em elementos traqueais (Wagner et al.,
2015). O mutante de Arabidopsis fahl, deficiente na atividade F5H, apresenta teores
residuais de unidades S, de forma contraria super-expressao de F5H no mutante fahl
resulta em baixos teores de deposicdo de Lignina G, mas altos teores de S
comparando com o WT (Franke et al., 2000; Meyer et al., 1998; Stewart et al., 2009)
.0 ortélogo de AtF5H: PoF5H (Populus trichocarpa) foi capaz de complementar o
fenotipo mutante de fahl e incrementou o teor de subunidades S no WT (Sibout et al.,
2002). Similares trabalhos alterando a razdo S/G por super-expressao de F5H para
Populus séo os descritos por (Franke et al., 2000; Huntley et al., 2003; Jiang et al.,
2020; Stewart et al., 2009). De outro lado um analise da parede celular de Tabaco e
Alfalfa super-expressando F5H, revelou um significante aumento da razdo S/G,
respectivamente (Franke et al., 2000; Reddy et al., 2005). A fun¢éao de F5H permanece
bastante elusiva em monocotiledéneas e desconhecida em cana-de-agUcar, porém,

alguns esforgcos foram feitos em monocotiledoneas em ordem a identificar,
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caracterizar e validar a super-expressao da F5H neste grupo de plantas. Em linhagens
transgénicas de COMT-RNAI de Panicum virgatum, a super-expressao de PvF5H,
diminuiu as unidades G, aumentando as subunidades 5-OH, enquanto a deficiéncia
das subunidades S foi parcialmente ou totalmente restaurada dependendo do grau da
super-expressdo de COMT (Wu et al,, 2019) Em arroz a super-expressdo de
OsCAId5H1 (CYP84Ab) resultou em ligninas enriquecidas em unidades S como foi
revelado por analise estrutural NMR (Takeda et al., 2017). A super-expresssao
(SbF5H) em sorgo, aumentou tanto a Lignina S e proporcao da razao S/G, enquanto
o crescimento e desenvolvimento da planta permaneceram relativamente inalterados
(Tetreault et al., 2020)
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Figura 3 — Representacdo esquematica da biossintese da lignina, adaptada de
Cesarino et al (2006), apresentando os mais recentes descobrimentos em
gramineas representadas pelas setas coloridas. A seta que representa a conversao
de cafeoil-chiquimato em &cido cafeico esta tracejada porque a funcdo da CSE
caffeoyl shikimate esterase, ndo foi confirmada em gramineas por meio da genética
reversa. PAL phenylalanine ammonia-lyase, PTAL bifunctional phenylalanine
tyrosine ammonia-lyase, C4H cinnamate 4-hydroxylase, 4CL 4-coumarate:CoA
ligase, C3H p-coumarate 3-hydroxylase, HCT  p-hydroxycinnamoyl-
CoA:quinate/shikimate phydroxycinnamoyltransferase,CSE caffeoyl shikimate
esterase, CCoAOMT caffeoyl-CoA O-methyltransferase, CCR cinnamoyl-CoA
reductase, CAD cinnamyl alcohol dehydrogenase, COMT caffeic acid O-
methyltransferase, F5H ferulate 5-hydroxylase, PMT pcoumaroyl-CoA:monolignol
transferase, CHS chalcone synthase, CHI chalcone isomerase, F3"H flavonoid 3’-
hydroxylase, OMT O-methyltransferase, FPGS folylpolyglutamate synthase,
MTHFR methylenetetrahydrofolate reductase, PRX peroxidase, LAC laccase.
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1.5 Regulacdo da deposicdo e biossintese de Lignina: Fatores de

transcricao

A coordenacdo da deposicdo da SCW e por tanto da lignina é concomitantemente
regulada por fatores de transcricdo (TF), modulando a expressao das enzimas
cataliticas e alterando a composicao e conteudo desse componente na SCW (Figura
2). Uma complexa rede hierarquica, extensa e de varios niveis de Fatores de
Transcricdo (TFs) (Figura 4), ativam ou reprimem genes da biossintese da lignina,
ligando-se aos promotores diretamente via SNBE (Elemento de ligacdo NAC de
parede secundaria) e/ou SMRE (Elemento responsivo a MYB de parede secundaria)
(Zhong et al., 2010b; Zhong & Ye, 2012). Os estudos associados a interacao entre
TFs e elementos cis de promotores regulando a expressao de genes relacionados a
SCW em cana-de-aclcar até o momento nao tem sido descritos, desde que o
isolamento e caracterizacdo de promotores ativos em cana-de-acucar de maneira
geral é muito laboriosa, uma vez que o genoma complexo desta monocotileddnea,
altamente poliploide e aneuploide, contendo sequéncias inativas (Ming et al., 2006).
Por outro lado, tal complexidade dificulta a montagem de um genoma de referéncia e
demanda metodologias para analise de dados especificas, configurando-se um
desafio para pesquisas gendbmicas (Hoang et al., 2015), sendo assim que a
disponibilidade de promotores ativos para cana-de-acucar para efeitos de modificacao
biotecnolégica é reduzida em comparacao a outras espécies vegetais de interesse
agricola (Kinkema et al., 2014).

Muitos fatores de transcricdo envolvidos diretamente ou indiretamente na regulacéo
da biossintese da lignina tem sido identificados e caraterizados, principalmente em
Arabidopsis (Gray et al., 2012; McCann & Carpita, 2008; Vogel, 2008; Zhao & Dixon,
2011), porem a informacdo no que respeita a gramineas é ainda limitada (Bhatia et
al., 2019) e muito pouco compreendida em cana-de-acucar. (Brito et al., 2015; Martins
et al., 2018; Poovaiah et al., 2016). Assim, distinta composi¢cado de SCW permite inferir
distinto controle transcricional da Lignificagdo entre eudicotileddneas e
monocotiledéneas (Handakumbura & Hazen, 2012). TFs Ortélogos de
eudicotiledéneas regulando a SCW foram identificados no genoma de gramineas e o
perfil de expressdo tem ajudado a identificar possiveis reguladores candidatos

implicados na deposi¢cdo do SCW em algumas gramineas. Até o momento poucos TF
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foram caracterizados funcionalmente como master switch, capaz de ativar a
biossintese os principais componentes da SCW em gramineas. Umas das primeiras
tentativas foi usar sistemas heterdlogos para avaliar a funcdo de um grupo de TFs
NAC e MYB de arroz, milho e outras gramineas na regulacdo da deposicdo da SCW
(Cesarino et al., 2016).
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Figura 4 — Redes transcricionais hierarquica que controlam a deposicédo da parede
celular secundéaria (SCW) (e lignina) em Arabidopsis e gramineas. Os niveis
hierarquicos séo destacados com cores diferentes. Os fatores de Transcricdo (TFs)
ortélogos entre Arabidopsis e gramineas sao denotados pela mesma cor. Em
Arabidopsis, os master switches, NAC (NAM, ATAF1/2 e CUC2) ativam todo o
programa de formacédo da parede celular secundaria em uma maneira especifica ao
tipo de célula, enquanto nas gramineas a atividade especifica dos NACs para um tipo
de célula é ainda pouco conhecida. TFs upstream e downstream aos NACs em
gramineas permanecem ainda pouco estudados em comparacdo a Arabidopsis.
Adaptado de Cesarino et al. (2016).
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Em Arabidopsis, o TF AtSHN (SHINE/WAX INDUCER (SHN/WIN)), sub-clado da
familia do fator de transcricdo AP2/ERF € considerado um master switch e foi
envolvido primeiramente na regulacéo da biossintese de cutina/cera, tolerancia e seca
(Gray et al., 2012). Mas quando em O. sativa, 0 AtSHN2 foi super-expressso
constitutivamente, resultou no aumento do contetdo de celulose (35%), diminuicdo de
lignina (45%) e alteracdo na razdo S/G (Ambavaram et al., 2011) .Por outro lado, a
super-expresssdo de ShSHN1 de cana-de-aciucar em O. sativa, provocou um
aumento de biomassa(91-140%), conteldo de celulose (10-22%) e eficiéncia de
sacarificacdo(5-53%), assim como uma reducao do conteudo de lignina (17-35%) e
aumento da razdo S/G( 53-106%)(Martins et al., 2018).

No nivel superior da rede hierarquica paralelamente a SHN (SHINE/WAX INDUCER
(SHN/WIN)) ,0s TFs da familia NAC (NAM, ATAF1/2 e CUC2, denominados também
SWNs - SECONDARY WALL NACs) sao reguladores master switches, pois ativam
diretamente a expressdo de um segundo nivel de master switches de TFs que
correspondem a familia de MYBs, sendo que ambos em coordenacao ativam o nivel
inferior da rede de TFs (a maioria deles da familia MYB), que constitui uma bateria
de TFs que envolvem ativadores e repressores transcricionais especificos da
biossintese da Lignina. Esta hierarquia é responsavel pela coordenada expressao de
genes relacionados a biossintese da parede celular secundaria (SCW) em fibras e/ou
vasos (Cassan-Wang et al., 2013; Zhong et al., 2010a). Em fibras de Arabidopsis a
regulacdo € controlada por NST1, NST2 e NST3/SND1. Em vasos xilematicos
(diferenciacdo de protoxilema e metaxilema e programacdo de morte celular), o
processo é regulado por VND6 e VND7 (Kubo et al., 2005; Wang & Dixon, 2012;
Yamaguchi et al., 2008). Os SWNs reconhecem regides palindrdbmicas cis nos
promotores de 19 pb (SNBE) que permitem a regulagéo via TFs (Zhong et al., 2010b).
A super-expresssao de qualquer destes SWNs leva a lignificacdo ectopica de células
gue normalmente possuem paredes celulares primarias (Grima-Pettenati et al., 2012).
SND1 e NST1 tem uma funcédo redundante na ativacdo da parede celular em fibras
de Arabidopsis (Zhong et al., 2006; Mitsuda et al., 2007; Zhong et al., 2007b) e o duplo
“knockout” destes TFs ou repressao de SND1 resultam na nao formacao de SCW em

fibras interfasciculares e vascular.
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Em gramineas, foi descrito que em O. sativa, OsSND1 é responsavel pela deposicao
de distintos componentes da parede celular (Hirano et al., 2013). Alguns OsSWNs s&o
capazes de complementar snd1l/nstl em Arabidopsis no espessamento da SCW, e
guando super-expressos resultam na deposicéo ectopica de lignina, xilano e celulose
(Zhong et al., 2011). Em B. distachyon, BASWNSs induz a formacéao ectdpica de parede
celular em tabaco; BASWN5, um ortdlogo de AtVND7, pode acelerar o
desenvolvimento do xilema e a deposicao de ectopicas paredes celulares em distintos
orgdos de B. distachyon, assim como também a super-expressdo de genes
relacionados a celulose syntase (BACES4), uma protease especifica do xilema
(BAXCP1) e um ortdlogo de AtMYB46 (BdMYB1) (Valdivia et al., 2013). Em
switchgrass (P. Virgatum), distintos PvSWNs foram caracterizados e sdo altamente
expressos em colmos associados as células do esclerénquima (Zhong et al., 2015).
Em estudos de cana-de-acucar foram utilizados os genes 4CL e PAL como iscas para
identificacdo de 18 TFS co-expressos, sendo ScNAC83 e ScNAC36 altamente
expressos em S. spontaneum e associados a deposicao de lignina (Ferreira et al.,
2016). Em variedade hibridas de cana-de-acucar contrastantes para o contetdo de
lignina, os genes ShVNI2 e ShNST1-2 apresentaram maior expressao no genaotipo de
maior contetdo de lignina (IACSP04-529) tanto na medula e coOrtex de colmo
intermediarios e maduros (Brito et al., 2015).

O par redundante funcional de TFs: MYB46 e MYB83 tem sido também identificados
como importantes reguladores da biossintese da parede celular e hierarquicamente
abaixo dos SWNs na regulacéo dos fenilpropandides envolvidos com lignina (Ko et
al., 2009; McCarthy et al., 2009). MYB46/MYB83 séo alvos de NST3/SND1 e tem
funcdo redundante na formacéao da parede celular. MYB46 e MYB83 ativam genes da
biossintese da celulose, lignina e xilano e causa ectdpica formacdo de SCW. Ambos
0s genes sdo alvos dos master switches : VND6 e VND7 (Wang & Dixon, 2012).
Plantas myb46/myb83 resultam em fenotipo mais severo que os caracterizados em
nstl/nst3 (Ohashi-Ito et al., 2010; Yamaguchi et al., 2011). Em gramineas, 0s genes
ortélogos de arroz, milho e Panicum : OsMYB46, ZmMYB46 e PVMYB46A,
respectivamente, sdo capazes de complementar mutantes de myb46/myb83 de
Arabidopsis, revelando uma conservacéo no controle da sintese da parede celular em
eudicotiledbneas e monocotiledéneas para estes master switches (Zhong, et al., 2011;
Zhong et al., 2015)
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A identificacdo de elementos cis-reguladores na maioria dos promotores dos genes
da via Biosintética dos monolignois tem aberto o caminho para a compreensédo da
regulacdo transcricional da biossintese da lignina (Zhao & Dixon, 2011). Ensaios de
EMSA (“electrophoretic mobility shift assay”) permitiram identificar elementos cis
associados a TFs da familia MYB. Esses elementos cis (ricos em AC) estao presentes
na maioria dos promotores dos genes da biossintese da lignina (Zhao & Dixon, 2011).
C4H e COMT séao regulados especificamente por AtMYB58 (Zhou et al., 2009). F5H
em Arabidopsis ndo contém elementos cis AC e é regulada indiretamente por MYB58
e MYB63 através de SND1 (Zhao et al., 2010; Zhou et al., 2009). Em Arabidopsis 0s
TFs MYB58, MYB63 e MYBS85 séo ativadores que estao especificamente envolvidos
na regulacdo causando a deposicdo ectopica de lignina, enquanto MYB4 é repressor
de C4H, inibindo a biossintese de compostos derivados de fenilpropandides (Zhong
et al., 2008; Zhou et al., 2009). A caracterizacado funcional dos correspondentes
ortélogos em Populus (Zhong et al., 2011b) e Pinus (Bomal et al., 2008) sugere que
0 seu papel na regulacdo da biossintese da lignina é conservada entre diferentes
espécies. Outros TFs como KNAT7,SND2, SND3, MYB32 MYB52, MYB54,MYB61
MYB69 e MYB103 também em Arabidopsis, estdo posicionados no ultimo nivel da
rede, provavelmente envolvidos no ajuste fino da regulacdo transcricional da
deposicao da SCW, dentro deste ultimos KNAT e MYB32 é um repressor e os demais
sao ativadores (Newman et al., 2004; Preston et al., 2004; Zhong & Ye, 2015). Um TF
gue néo pertence a familia MYB que promove a biossintese de lignina € NtLIM, e tem
sido descrito que reconhece elementos AC dos promotores de PAL, 4CL e CAD. O
silenciamento de NtLIM promoveu uma reducdo de 30% do contetudo de lignina,
podendo ser um alvo no controle de conteudo de lignina em gramineas (Kawaoka et
al., 2000; Kawaoka & Ebinuma, 2001). Em variedades hibridas cana-de-acucar
apresentando distintos contetdos de lignina foi avaliado a expressdo da complexa
familia de MYBs (Brito et al., 2015).

Os supostos ortdlogos destes TFs em cana-de-acucar, ndo tem sido identificados ou
funcionalmente caracterizados até agora (Cesarino et al., 2016).Em comparacéo aos
master switches NACs e MYBs , um significante nimero de TFs principalmente da
familia MYB, ubicados no nivel inferior da rede hierarquica que ativam ou reprimem
especificamente genes da SCW, incluindo aguele da biossintese da lignina, tem sido

caracterizados amplamente em Arabidopsis e outras eudicotileddneas modelo em
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ordem de validar a sua fungcdo, porem os esforcos ainda sao limitados ou
desconhecidos para varias culturas bioenergia como cana-de acglcar. Baseados na
sequéncia de homologia de repressores MYB de A. thaliana, 5 TFs de milho foram
identificados: ZmMYB31, ZmMYB42, ZmMYB2, ZmMYB8 e ZmMYB39 como
candidatos para direta repressdo de ZmCOMT (Fornalé et al., 2006). O ZmMYB31 é
o primeiro regulador da lignina caracterizado em monocotiledéneas (Fornalé et al.,
2010). Quando ZmMYB31 foram super-expressos em A. thaliana causaram uma
diminuicdo nos niveis de expressao de genes associados a biossintese da lignina e
reducdo no conteudo de lignina, sem alterar a composicdo deste polimero, mas
observando um fendtipo severo no crescimento, além disso, em destague fazendo
uso da inmuno-precipitacdo de cromatina (ChlP) se demonstrou que ZmMYB31
interage in vivo, com os promotores de ZmCOMT e ZmF5H a traves do elemento cis
ACCT/AACC (Fornalé et al., 2010). A regulatéria funcdo de MYB31 e MYB32 como
repressores tambem tem sido descrito em S. bicolor e O. sativa (Agarwal et al., 2016).
ZmMYB42 causou uma reducao nos niveis de lignina S em A. thaliana (Sonbol et al.,
2009). Recentemente, ZmMYB31 e ZmMYB42 foram super-expressos em cana-de-
acucar e ambos reprimem o0s genes da via biossintética da lignina (Poovaiah et al.,
2016). Em P. virgatum, a super-expressao de PvMYB4 (altamente expresso em feixes
vasculares e ortélogo de AtMYB4), resultou em uma reducéo do conteudo de lignina
e altera a composicao deste polimero (Shen et al., 2012), interagindo com elementos
cis AC, presentes nos promotores dos genes da biossintese de lignina, aquela
superxpressao em tabaco e Panicum, levou a diminuicdo de tamamho, reducdo do
conteudo fendlico, de lignina e baixa abundancia de ligacdes ester de p-coumarico na
parede celular, Além disso houve uma forte queda na expresséo dos genes da lignina,
mas sem afetar a expressao de genes relacionados no braco biosintetico dos
flavonoides (Shen et al., 2012). Em O. sativa, a super-expressao e a sobexpressao de
OsMYB58/63, OsMYB42/85, OsMYB103 e OsMYB55/61 provocaram um aumento e
gueda na expresséo de OsCAD2, demostrando que estes TFs podem ter uma funcao

associada na deposicao da SCW (Hirano et al., 2013)

Em Sorghum bicolor foi identificado SbMYB60 um co-ortdlogo de AtMYB58 e
AtMYBG63, ativadores especificos da deposicédo de lignina de A. thaliana. A super-
expressao de SbMYB60 aumentou a expressao de varios genes da via biossintética

dos monolignadis, acrescentando o conteddo de lignina, compostos aromaticos, e



43

alterando os teores de polissacarideos da parede celular (Scully et al., 2016). Foi
demostrado usando ensaio de transativacdo de protoplastos de arroz, que:
OsMYB58/63 e OsMYB42/85 ativaram fortemente a expressédo o gene da cellulose
synthase OsCesA7, sendo mais evidente esta indugéo para OsMYB58/63 (Noda et
al., 2015). De outro lado, a super-expresssdao de PvMYB58/63A e PvMYB42/85A
induziu um aumento da razdo S/G, da expressao dos genes de lignina incluindo F5H
e o0 conteudo de lignina acetyl bromide, sendo que S6 PvMYB58/63A provocou
aumento dos genes associados a cellulose synthase e xylan synthase, como também
de genes da biossintese de flavonoides. (Rao et al., 2019) O descrito acima em
relacdo a regulacdo da SCW por parte de MYB58/63 em S. bicolor, O. sativa e
P.virgatum contrasta com a funcdo de AtMYB58/63 (ativador especifico da
lignificacdo) desde que este TF ndo controla a deposicdo de celulose e hemicelulose
na SCW, sugerindo que o clado MYB58/63 em gramineas podem funcionar com
amplos ativadores da biosintessse de lignina, celulose e hemicelulose, em vez de
possuir uma regulacéo especifica de lignina atribuida para AtMYB58/63. Foi descrito
que a super-expresssao de ZmMYB167 de milho, ortélogo de AtMYB85 provocou em
Brachypodium distachyon, aumento do conteudo de lignina, dos mondémeros S, acido
p-coumarico e com alteracdo no crescimento e reducao da sacarificacdo. Em milho
houve tambem aumento do contetdo de lignina, e 4cido p-coumarico, além do acido
ferulico, mas ndo houve alteracdo da composicao de lignina, sacarificacdo, nem do
crescimento. Em ambas espécies tampouco se evidenciou alteracdo da composicao
de carboidratos (Bhatia et al., 2019).

O TF WRKY12 que néo pertence a familia MYB e que se localiza no nivel superior da
rede hierarquica é um repressor da deposi¢cdo da SCW e o silenciamento do ortélogo
AtWKRY2 ocasionou espessamento da parede celular em células parenquiméticas da
medula com ectdpica deposicdo de lignina, xilano e celulose em eudicotiledéneas
(Medicago e Arabidopsis) (Wang et al., 2010). Expresséao ectépica de PtWRKY19 de
Populus trichocarpa, ortdlogo de AtWRKY12, no mutante Atwrkyl2, resgatou
suficientemente o fendétipo em células parenquimaticas da medula (Yang et al., 2016).
De outro lado o silenciamento dos ortélogos de AtWRKY12 em Medicago sativa,
Panicum virgatum e Zea mays produziu tanto aumento e/ou deposicéo ectdpica de
células lignificadas no parénquima medular, como da biomassa e a sua densidade, a
excecdo de P. virgatum, onde houve reducao de biomassa, sugerindo o papel deste

TF como repressor da lignificacdo tanto em monocotiledéneas e eudicotileddneas
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(Gallego-Giraldo et al., 2016). Outro TF que promove a biossintese de lignina é NtLIM
gue reconhece elementos AC dos promotores de PAL, 4CL e CAD. O silenciamento
de NtLIM promoveu uma reducdo de 30% do contetdo de lignina, podendo ser um
alvo no controle de contetudo de lignina em gramineas (Kawaoka et al., 2000; Kawaoka
& Ebinuma, 2001).

Tem sido demonstrado que a funcao regulatoria da SCW entre eudicotiledbneas e
gramineas € conservada por parte de alguns TFs, Porem os padrdes de ligacao de
um TF em particular ao promotor de um gene alvo e a auto-regulacao (ligagéo ao seus
proprio promotor) tem vindo amostrar a ser especificos da espécie indicando uma
potencial sub-funcionalizacdo explicando a divergéncia funcional da regulacdo entre
sorgo, milho, arroz e Arabidopsis tal como o exemplo que foi mencionado acima para
0 caso de MYB58/63 que pode regular diferencialmente a deposicao de dos polimeros
segundo a espécie (Agarwal et al. 2016).Esta observacédo destaca a importancia de
uma avaliacdo mais aprofundada da contribuicdo e do papel especifico de distintos
fatores de transcricdo na complexa rede transcricional do controle da deposicédo da
SCW e por tanto de lignina em gramineas como cana-de-agucar. Os estudos em
sistemas heterdlogos tem mostrado informacdes importantes, mas sdo necessarias
mais identificacdes e caracterizacdes de TFs em gramineas bioenergia, como a cana-

de-acucar, visando a producéo e o desenvolvimento do E2G.

2 Justificativa

Este projeto € baseado nos dados obtidos previamente na dissertacdo de mestrado
do aluno Juan Pablo Portilla Llerena. Nela foram estudadas as espécies S.
officinarum, S. barberi, S. robustum e S. spontaneum, sendo observadas diferencas
guanto aos componentes da parede celular, acicares soluveis, como também na
qguantidade e tipo de lignina. Os dados sao coerentes no sentido de que separam as
duas canas que tem sido indicadas como cana energia, S. spontaneum e S. robustum,
que acumulam mais fibra, daquelas que acumulam mais acglcares solaveis na forma
de sacarose, S. officinarum e S. barberi. Além disso, S. spontaneum e S. robustum
acumulam mais lignina insoluvel e possuem uma razdo S/G menor do que as outras

(Figuras 5 e 6).
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Figura 6 — Conteudo de agucares soluveis e razdo S/G nos internddios de espécies
de Saccharum. Letras mailsculas diferentes denotam diferengas significantes entre
internddios de diferente estadio de desenvolvimento dentro de uma mesma espécie.
Letras minusculas diferentes indicam diferencas significantes entre internédios de um
mesmo estadio de desenvolvimento das diferentes espécies. As meédias foram
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comparadas pelo teste de Tukey, P< 0,05. As barras verticais indicam o erro padrao
das médias de quintuplicatas independentes.

Nessa dissertacdo de mestrado foram identificados e isolados todos os genes da via
de sintese de lignina nas quatro espécies de Saccharum. Foram alinhadas as
sequéncias de dois hibridos de cana-de-agucar identificados em nosso laboratério e
de outras gramineas e usando primers de regides conservadas foram feitos RT-PCR
usando cDNA produzido a partir de RNA extraido da mistura do internodio jovem (2°+
3°) e maduro (8°) de plantas de cada espécie, com objetivo de identificar todas as
isoformas possiveis. Os primers foram desenhados nas extremidades dos genes e
eventualmente outros primers internos foram desenhados. As bandas produzidas
foram retiradas de gel, sequenciadas e identificadas por alinhamento com as
sequéncias conhecidas de cana-de-acucar. No minimo trinta colénias, contendo o
inserto (gene da via de biossintese de lignina), para cada gene das 4 espécies em
estudo, foram sequenciadas no sentido “forward” e “reverse”. Sabendo com que
frequéncia apareceu determinada sequéncia, foi possivel inferir quais dos genes eram
mais expressos nas quatro espécies. Inesperadamente os resultados indicaram uma
grande conservacdo em termos de sequéncias entre as quatro espécies e
praticamente os mesmos daqueles identificados por Bottcher et al (2013) em hibridos
comerciais. Foram identificados 13 genes sendo que dos trés genes de interesse
neste projeto, F5H, COMT e CAD, foram identificados um, um e trés genes,
respectivamente. Entre os trés genes CAD identificados (ShCAD2, ShCAD7 e
ShCADS8), dois deles (ShCAD2 e ShCADS8) foram encontrados nas espécies S.
spontaneum, S. barberi e S. officinarum, sendo ShCAD8 o0 mais expresso, com 80%,
86% e 73% das sequéncias identificadas no sequenciamento. Em S. robustum este
gene também foi 0 mais expresso, com 46,6% das sequéncias, com 26,6% para 0S
dois outros genes. Na Figura 7 mostramos as arvores filogenéticas destas sequéncias.
Os alinhamentos dessas sequéncias mostram que elas sao praticamente idénticas
aguelas identificadas por Bottcher et al. (2013), como homologia acima de 98%.
Assim, sendo as mesmas sequéncias, mas com niveis de expressao diferentes,
espera-se o controle da biossintese de lignina em cana-de-agucar esteja a cargo de
genes controladores, ou seja, de Fatores de Transcricdo (TFs) e que de alguma forma
estes estariam influenciando nas variagbes no contetdo e composigéo de lignina na

parede celular.
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Figura 7 — Andlises filogenéticas de sequéncias de aminoacidos das enzimas da via
biossintética dos monoligndis, obtidas da base de dados do NCBI, GeneBank,
Phytozme e homdlogos identificados neste estudo para as espécies de Saccharum.
As anotacdes em azul mostram os genes (e respectivas SASSs) identificados por

Bottcher et al (2013).
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3 Objetivos

Objetivo Geral

Identificar e caracterizar os fatores de transcricAo que regulam as enzimas da
biossintese da lignina em plantas de Saccharum spp. visando a alteracdo e

modulacao da deposicao de lignina na parede celular.

Objetivos especificos:

1. Isolar a regido regulatoria dos genes ShCAD8, ShF5H e ShCOMT e identificar

in silico provaveis elementos de ligacao cis em S. officinarum e S. spontaneum.

2. ldentificar fatores de transcricdo (TFs) in silico que se ligam a elementos cis da
regido regulatéria dos genes ShCADS8, ShF5H e ShCOMT visando uma melhor

compreensao da rede transcricional em S. officinarum e S. spontaneum.

3. Avaliar e correlacionar o Perfil de expressao dos genes da rota biossintética da
lignina, TFs (identificados in silico), conteiddo e composicdo de lignina em
diferentes tecidos quanto a lignificacdo visando a escolha de TFs candidatos

para silenciamento e caracterizacdo funcional.

4. Verificagdo da interacdo entre ShMYB85 e ShMYB58/63 e regido regulatéria
dos genes CAD, F5H e COMT através de ensaio de transativacdo de

protoplastos em S. officinarum e S. spontaneum

5. Caracterizar funcionalmente ShMYB85 e ShMYB58/63 selecionados para
silenciamento através da transformacéao do cultivar hibrido modelo de cana-de-
acucar SP-3280.
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4 Capitulos da Tese de Doutorado: Identificagcdo e caracterizacao de
fatores de transcricdo que regulam a biossintese de lignina em
Saccharum spp. cultivar hibrido SP-3280

Para atender o objetivo geral, o trabalho foi segmentado em dois capitulos: No
primeiro capitulo envolve a identificacdo de fatores de transcricdo que regulem a
biossintese e deposicdo de lignina em S. spontaneum e S. officinarum. De forma
resumida para atingir isto, preliminarmente foi isolado os promotores de genes
representativos da rota biossintética da lignina: ShCAD8, ShF5H e ShCOMT em
ambas as espécies e as sequencias destes foram analisadas in silico com o intuito de
verificar o repertério de fatores de transcricdo (TFs) que se ligam a elementos cis. Os
parametros correspondentes ao perfil de expressao do repertorio de TFs ortélogos em
cana-de-acgUcar encontrados nos promotores e alguns caracterizados na literatura
relacionados a deposicdo da SCW, a expressdo dos genes da biossintese da lignina,
o conteudo e composicdo deste polimero em distintos tecidos, enquanto a lignina
foram submetidos a uma analise de componente principal (PCA), correlacdo de
Pearson e de redes Bayesianas visando encontrar evidencias de possiveis relacdes
entre TFs candidatos associados a deposicao de lignina. Para verificar isto, foram
feitas interacBes entre os TFs candidatos e os promotores de genes representativos:
ShCADS8, ShF5H e ShCOMT nas espécies de Saccharum a partir de um ensaio in

vitro de transativacao de protoplastos BY-2 de Nicotiana tabacum.

No segundo capitulo refere-se essencialmente a caracterizacdo funcional de
linhagens transgénicas silenciadas de ShMYB85 (Shmyb85) e ShMYB58/63
(Shmyb58/63) (que foram escolhidos como candidatos a partir das analises do
primeiro capitulo) em cana-de-agucar cultivar hibrido SP-3280, aqui se aborda a
montagem de plasmideos contendo as construcbes para silenciamento por RNAI
hairpin de ShMYB85 e ShMYB58/63, para a transformacdo em calos embriogénicos
de cana-de-acUcar e a obtenc¢do de linhagens transgénicas Shmyb85 e Shmyb58/63
de cana-de-acucar cultivar hibrido SP-3280, silenciadas para ShMYB85 e
ShMYB58/63. Adicionalmente este capitulo informa sobre a caracterizacao funcional
das diferentes linhagens transgénicas de Shmyb85 e Shmyb58/63 atraves de diversos
testes histoquimicos, determinacdes de polissacarideos de parede celular, conteudo

e composicao de lignina, sacarificacao, perfil e conteado de fendis totais, flavonoides
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e antocianinas, assim como também da expressao de genes da rota biossintética da
lignina e os TFs: ShMYB85 e ShMYB58/63.



53

CAPITULO I. Identificacao de fatores de transcricao
que regulam a biossintese e deposicao de lignina em

S. spontaneum e S. officinarum
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CAPITULO I. Identificacdo de fatores de transcricdo que regulam a
biossintese e deposicdo de lignina em S. spontaneum e S.

officinarum
1 Materiais e Métodos

1.1 Obtencao do Material vegetal

Plantas das espécies S. spontaneum, S. officinarum, cultivadas na Casa de Vegetacao
do Departamento de Biologia Vegetal do Instituto de Biologia, Universidade Estadual
de Campinas, provenientes de clones obtidos por cultura de tecidos fornecidos do
Centro de Cana Instituto Agrondmico de Campinas, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil
foram utilizadas neste estudo. Os clones foram semeados em bandejas de plastico
contendo vermiculita e mantidos em casa de vegetacdo, com irrigacdo diaria e sem
controle de temperatura ou fotoperiodo. As plantulas crescidas foram transplantadas
para vasos de 50 L (3 plantas por vaso) contendo substrato organico comercial
(nitrogénio = 0,5%, umidade = 50%, carbono orgénico = 15%, pH = 6, C/N = 130
mmol/Kg, relacdo CIC/C = 8%, Genefertil-Genesol) e mantidos sob irrigacdo por
aspersao (30 min, duas vezes por dia) em estufa por um periodo aproximadamente de
um ano. Passado este periodo, os vasos foram transferidos para fora da estufa. O
substrato dos vasos foi trocado e as plantas foram deixadas crescer por um periodo de
mais 4 meses, sob irrigacéo por aspersao (30 min, trés vezes por dia). A coleta foi feita
considerando 3 repeticbes (3 vasos) dos caules das diferentes espécies,
aparentemente saudaveis, do mesmo estadio fisioldégico e de tamanho uniforme. Para
as analises bioquimicas (contetdo de lignina e razdo S/G), expressao relativa dos
genes da rota biossintética da lignina (QRT-PCR) e fatores de transcri¢cdo (TFs) foram
usados 7 orgaos: folha jovem (YL;+2), folha madura (ML;+4), cortex do internédio 3°
(R3), cortex do internddio 5° (R5), medula do internodio 3° (P3), medula do internodio
5° (P5) e raiz (R). Uma lamina de aco foi usada para separar a cortex (Cesarino et al.
2012). Para o isolamento dos promotores dos genes representativos da rota
biossintética de lignina: ShCAD8, ShCOMT, e ShF5H foi usada a folha jovem (+2). Apos
serem lavados com agua da torneira o material vegetal foi colocado em saco de
polietileno e, em seguida, foram colocados em recipientes térmicos contendo nitrogénio
liguido, para posterior liofilizagdo. O material liofilizado foi macerado em mortar

previamente esterilizados por autoclave e resfriado com nitrogénio liquido, e
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transferidos para tubos Falcon esterilizados, e armazenados em freezer a -80°C até o

Seu uso.

1.2 Isolamento, clonagem e sequenciamento da regido regulatoria de

Genes da Biossintese de Lignina em espécies de Saccharum

Extragcdo de DNA genGmico

Em um microtubo de 2 mL (resfriado em nitrogénio) contendo aproximadamente 1/3
do seu volume com material vegetal (folha +4), foi adicionado 550 pL de tampé&o de
homogeneizacéo e 450 pL de tampé&o mix (aquecido a 65°C). O conjunto foi misturado
por inversao e colocado em banho maria a 65°C por 1h, agitando a cada 10 min. Se
deixou resfriar as amostras a temperatura ambiente. Foi adicionado um volume igual
a 1 mL de Fenol (equilibrado a pH=7.9):cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1),
agitando por inversdo. Os microtubos contendo a mistura homogeneizada, foram
centrifugados a 12000 rpm por 5 min a 4°C. O sobrenadante, se transferiu a um novo
microtubo de 2 mL e foi acrescentado um volume igual de isopropanol gelado, seguido
de 200 pL de NaCl 5M, agitando por inversao cuidadosamente e logo incubando as
amostras a -20°C por 1h e 30 mim. As amostras foram centrifugadas a 12000 rpm por
5 mim a 4°C. Foi descartado o sobrenadante e o pellet foi lavado com 500 pL etanol
ao 70% gelado por duas vezes (em cada passo os microtubos foram centrifugados
nas mesmas condicbes acimas mencionadas e o0 etanol foi descartado
cuidadosamente). Os microtubos foram deixados na capela por aproximadamente 30
min para evaporar o etanol. Uma vez o pellet seco, este foi solubilizado em 50 pL de
buffer TE+RNAseA (10ug/ pL), incubando os microtubos a 37°C por pelo menos 1
hora. A quantificagéo total de DNA gendmico foi feita em um espectrofotdbmetro
Nanodrop 2000C a 260 nm e a pureza foi avaliada pela razéo Azeo/A2s0 ~ 2 € a razao
A2e60/A230 ~ 1.8. A integridade foi verificada em gel de agarose ao 0.8% com brometo
de etidio e visualizada sob luz UV em fotodocumentador (Gel Doc 2000, BIORAD). O
DNA gendmico nédo apresentou “smear” e foi maior 10kb quando comparando com o

marcador molecular (DNA 1 kb ladder from New England Biolabs).
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Isolamento dos promotores: pShCAD8, pShCOMT e pShF5H

Promotor pShCADS:

1. Para isolar o promotor pShCAD8 nas espécies de Saccharum foi realizada uma
caminhada genbmica consecutiva e sobreposta baseada no protocolo do
GenomeWalker™ Universal Kit (Clontech), mas com as seguintes modificacbes

mencionadas abaixo.

2. Para avaliacéo a pureza de DNA gendmico isolado, em um microtubo de 0.6 mL,
foi feito uma digestéo de 5 pL de DNA (100 pg/ pL) com 1.6 pL de Dral (10units/pL),
2 UL de 10X Buffer Dral, em um total de 20 pL de reacdo a 37°C overnight. 5 uL da
digestdo e 0.5 pL do DNA néo digerido foram verificadas por eletroforese em gel
agarose ao 0.8% com brometo de etidio. Somente o DNA digerido apresentou

“smear”.

3. Em cada microtubo de 1.5 mL, foi digerido 25 uL de DNA genémico (100 pg/ pL)
com 10 pL de BufferlOX e 8 pL(10units/uL) de: Dral, EcoRV, Pvull e Stul
construindo as bibliotecas (DL1, DL2, DL3, e DL4; DL=DNA library), em uma reacéo
total de 100 pL a 37°C por 2h, agitando a baixa velocidade entre 5-10 segundos, e
logo retornando os microtubos a 37°C overnight. 5ul da digestao foram verificadas
por eletroforese em gel agarose ao 0.8% com brometo de etideo para visualizar se
a digestdo foi completa. As bibliotecas digeridas foram purificados com o kit
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Macherey-Nagel. Uma digestdo Pvull de DNA

gendmico humano foi usado como um controle positivo.

4. Para cada microtubo de 0.6 mL foi transferido 4.8 pL das DL1, DL2, DL3 e DLA4,
purificadas incluindo o controle (Pvu Il) e foi adicionado 1.9 ul do GenomeWalker
Adaptor; 25 uM (para que os primers externos (AP1 e AP2) incluidos no kit
consigam anelar durante a PCR com os primers especificos de ShCADS8), sendo
catalisada a ligacdo de adaptadores com 0.5 pl T4 DNA Ligase (6 units/pL) e 0.8
puL de Buffer 10X a 16°C overnight no termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler
(AB Applied Biosystems), fazendo volume total de reagéo de 8 pL. Para parar a
reacao, os microtubos foram incubados a 70 °C por 5 mim e foi adicionado 32 pL
de buffer TE (10/1, pH :7,5) fazendo um volume total no microtubo de 40 pL.

5. DL1, DL2, DL3 e DL4 foram utilizadas separadamente como template para um
primeiro round de PCR, tendo como primer senso externo o AP1 (incluido no kit) e
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como antisenso o primer externo do gene ShCAD8 (GSP1-ShCADS8). O produto do
primeiro round de PCR foi diluido dez vezes e utilizado como template para um
segundo round de PCR (nested PCR) tendo como primer senso o do kit, AP2, e
como antisense o primer interno do ShCAD8 (GSP2-ShCADS).

. O primeiro round de PCR envolveu essencialmente trés passos: A) 7 ciclos, cada
ciclo consistiu em uma desnaturagado de 94°/ 25 segundos e anelamento de 72°C
/3 min. B) 32 ciclos, cada ciclo uma desnaturacdo de 94°C /25 segundos e
anelamento de 67°C/3 mim e C) uma extensao final a 67°C/7 mim. O segundo
round de PCR (nested PCR) consistiu também de trés passos similares, mas a

diferenca foi que A, consistiu 5 ciclos e B ,20 ciclos.

. As concentracdes finais dos componentes da reacéo de PCR para 25 L foram: 1X
Advantage 2 PCR Buffer (Clontech), dNTP (10mM each), 1X Advantage 2
Poymerase (Clontech), AP1 (0.2 uM), AP2 (0.2 uM), GSP1-ShCADS8 (0.2 uM),
GSP2-ShCADS8 (0.2 uM), 1uL de DL (mais o controle Pvull) e 4gua deionizada
(MilliQ). 5 pL do produto do primeiro foram verificadas por eletroforese em gel
agarose ao 1% com brometo de etideo e visualizadas em um foto-documentador
Gel Doc, 2000 BIORAD. So as bandas mais intensas e acima de 1kb do primeiro
round passaram por um segundo round de PCR, para logo ser analisadas e

processadas para posteriores aplicacoes.

Promotores: pShCOMT e pShF5H

. Para isolar os promotores: pShCOMT e pShF5H em ambas espécies, foi usado os
bancos de dados: A) CTBE; cultivar Saccharum SP-3280(Riafio-Pachon & Mattiello,
2017) B) Phytozome12.0; Sorghum bicolor v3.1.1 e adicionalmente para o promotor
da ShF5H, o C) The Sugarcane genome project , cultivar de S. spontaneum
GXS87-16 (https://www.ncbi.nim.nih.gov/assembly/GCA_900500655.1/). Como
isca usamos o0 primeiro exon, sendo a busca feita usando o algoritmo blastn
(Altschul et al., 1990) e se limitou sO a contigs que retornaram com e-value=0 e
identidade no menor a 98%. Para o pShF5H foram selecionados 0s contigs:
SCSP803280_000004297(A), Sb_F5H_Chr01:17681872...17686866 (B) e o
ctg8755 (C). Para o pShCOMT, os contigs foram: SCSP803280_000024077 (A) e
Sb_COMT_Chr07:4724504...4726892 (B).
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. Os contigs foram alinhados no Clustal Omega (Sievers et al., 2011) e se desenhou
primers em regides conservadas upstream e dentro da regido do primer exon dos

genes usando o Primer 3 (Rozen & Skaletsky, 2000).

. Se desenvolveu PCR touchdown para isolar os promotores de ambas espécies. A
PCR touchdown para o caso do pShF5H envolveu 2 passos: A) 10 ciclos, cada
ciclo com desnaturacdo a 98°C/20s, anelamento de 30s desde 73°C até 63°C e
extensdo a 72°C/90s. B) 17 ciclos, com desnaturacédo 98°C/20s, anelamento de
63°C/30s e extensao a 72 °C/90s. Houve uma desnaturacéo inicial de 98°C/2 min

e uma extensao final, 72°C/7 min.

. As concentracoes finais para 25 uL de reacao padrao de PCR foram: 200 yM de
cada dNTP, 1,5 mM de MgCIl2, 0.005U de iProof High Fidelity DNA Polimerase,
Buffer 1X iProof HF, 0.2 uM de cada primer, 0.36 uL(1.08 ng) DNA, formamida 2%

e agua livre de nucleases.

. 3 uL produto da PCR amplificado, correspondente ao tamanho esperado foram
separadas em gel de agarose 1 % contendo brometo de etidio e visualizadas em
um foto-documentador Gel Doc, 2000 BIORAD, o restante do produto de PCR foi
purificado com o kit PureLink Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo
Kit.

. A PCR touchdown para o caso de promotor da ShCOMT envolveu 2 passos: A)
10 ciclos, cada ciclo: desnaturacdo a 98°C/10s, anelamento de 30s desde 60°C
até 55°C e extensdo a 72°C/2:20 min. B) 25 ciclos, cada ciclo: desnaturacéo
98°C/10s, anelamento de 55°C e extensdo a 72 °C/2:20 min. Houve uma
desnaturacao inicial de 98°C/2 min e uma extenséo final 72°C/10 min.

. As concentragoes finais para 25 uL de reagao padrao de PCR foram: 200 uM de
cada dNTP, 1,5 mM de MgCI2, 0.005U de iProof High Fidelity DNA Polimerase,
Buffer 1X iProof HF, 0.5 uM de cada primer, 1.5ul DNA (75 ng), formamida 2% e

agua livre de nucleases.

. 3 yL produto da PCR amplificado, correspondente ao tamanho esperado foram
separadas em gel de agarose 1 % contendo brometo de etideo e visualizadas em
um foto-documentador Gel Doc, 2000 BIORAD, o restante do produto de PCR foi

purificado com o kit PureLink Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo
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Kit. Os produtos de PCR purificados serviram como template para um segundo

round de PCR com as mesmas condi¢cdes acimas descritas.

Clonagem e sequenciamento dos promotores pShCAD8, pShCOMT e pShF5H

O promotor do gene ShCADS8 e aqueles do ShF5H e ShCOMT foram clonados no
pGEM-T Easy Promega e pCR 2.1-TOPO invitrogen, respectivamente. Os
plasmideos recombinantes foram introduzidos em E. coli cepa DH5a por
transformacdo termocompetente (Novagen), as bactérias foram plagueadas em
meio LB semi-solido contendo 100 pg mL-1 de ampicilina, 0,5 mM de IPTG e 80 ug
mL-1 de XGal e incubadas a 37°C overnight. Cerca de 25 col6nias transformadas
de coloracéo branca foram selecionadas para a mini-preparacéo de plasmideos pelo
método de lise alcalina. A presenca do insertos pShCAD8 e pShCOMT, nos
plasmideos, foi confirmada por uma reacgéo de restricdo com EcoRI (Promega), que
corta o vetor em ambas as extremidades do inserto, liberando o fragmento inserido,
visualizado em gel de agarose. Para o pShF5H, a presenca do inserto no vetor, foi
verificado por PCR com primers M13, desde que este promotor contém sitios de
restricdo enddgenos para EcoRI. Os insertos foram verificados em gel de agarose
ao 1% com brometo de etidio e visualizada sob luz UV em fotodocumentador (Gel
Doc 2000, BIORAD). Para confirmar a identidade dos insertos presentes nos
plasmideos em ambas as espécies de Saccharum, estas foram enviados para
sequenciamento Sanger no Laboratério Central de Tecnologias de Alto
Desempenho em Ciéncias da Vida (LaCTAD), UNICAMP, em sequenciador ABI
3730XL DNA Analyzer, usando primers flanqueadores do vetor (M13).

1.3 Analise in silico dos promotores dos genes da biossintese da
Lignina: ShCAD8, ShCOMT e ShF5H

A sequencias obtidas a partir do sequenciamento Sanger foram manualmente
processadas e montadas usando o programa BioEdit (Hall, 1999), e alinhadas
usando Clustal Omega (Sievers et al. 2011) sendo submetidas preliminarmente ao
banco de dados do CTBE (Riafio-Pachéon & Mattiello, 2017) usando o algoritmo
blastn (Altschul et al., 1990) para verificar a existéncia da regiao do primeiro exon
onde foi desenhado os primers reversos, com o0 intuito de ter uma ideia de
funcionalidade da regido regulatéria isolada. O tamanho do primeiro exon nos

distintos genes em estudo nas espécies de Saccharum, foram inferidos a partir da
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conservacao do tamanho desta regido entre distintas monocotiledéneas usando a
base de dados de Phytozome v12.1 (https://phytozome.jgi.doe.gov). Para descartar
a existéncia de possiveis ORF encontradas na regido regulatoria isolada foi usada a
ferramenta ExPAsy Translate Tool (https://web.expasy.org). Elementos cis putativos
de forma geral foram identificados usando os Programa PlantCARE (Lescot et al.,
2002) e em particular para os SNBE, SMRE e AC foi usado o programa ExactSearch
(Gunasekara et al., 2016), os Programas de predicéo de sitios de ligacao de fatores
de transcricdo sobre sequencias regulatérias: plant transcription factor database
PlantTFDB (Jin et al., 2017), PlantRegMap (Tian et al., 2020) e PLANT PAN 3.0
(Chow et al., 2019) foram usados para identificar in silico potenciais fatores de
transcricdo que se liguem a elementos cis das regides regulatérias dos genes
envolvidos a biossintese da Lignina: ShCAD8, ShCOMT e ShF5H.

1.4 ldentificacdo e analise de expressdo de sequencias ortdlogas de
genes da biossintese da lignina e de fatores de transcricdo (TFs) em

espécies se Saccharum

Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

A extracdo de RNA total em raizes de S. spontaneum e S. officinarum foi feita de
acordo com o método descrito por Chang et al. (1993). A extracdo de RNA total de
6 tecidos (Folha Nova(+2), Folha Velha(+4), cértex do internédio 3°, cortex do
internddio 5°, medula do internédio 3° e medula do internédio 5°)) nas espécies de
Saccharum foi feita de acordo com o método descrito por Porto et al. (2011) com as
seguintes modificacfes : Em um microtubo de 2 mL foi adicionado aproximadamente
1/3 do seu volume com material vegetal macerado e adicionou-se 1,5 mL do
Reagente de Guanidina-Tiocianato y Fenol, PVPP e 15 ul de p-mercaptoetanol . O
microtubo foi agitado por 30 s e incubado a temperatura ambiente por 30 min. Em
seguida o material foi centrifugado a 12.000 xg por 10 min a 4°C, sendo a partir de
entdo mantido em gelo. O sobrenadante foi recuperado, a ele adicionado 0,5 mL de
cloroférmio, seguido de agitagdo em vortex por 15 s e centrifugacdo a 12.000 xg a
4°C, por 15 min. Recuperou-se 1 mL do sobrenadante e a ele foram adicionados
0,25 mL de isopropanol e 0,25 mL de 10 M LiCl (solugdo com DEPC 0.1%). O extrato
foi mantido “overnight” a -20°C para precipitacdo do RNA. Apés esse periodo o
conteudo foi novamente centrifugado a 12.000 xg a 4°C por 15 min, e o pellet
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formado foi lavado duas vezes com 1 mL de etanol 70% (solugdo com DEPC 0.1%),
com centrifugacdo a 12.000 xg por 5 min entre as lavagens. O pellet foi seco a
temperatura ambiente e, posteriormente, solubilizado em agua deionizada (MilliQ)
autoclavada, definindo-se para as amostras 40 ul. A quantificacdo do RNA total foi
feita em espectrofotometro Nanodrop Thermo Scientific 2000C a 260 nm e a pureza
verificada pela raz&do Azeso/A2s0, que deve ser proxima de 2,0 e a razdo Azso/A230 N80
menor que 1.8. A integridade do RNA foi verificada por eletroforese em gel agarose
1.5% com brometo de etidio e visualizada sob luz UV em fotodocumentador (Gel Doc
2000, BIORAD). As amostras de RNA total foram tratadas usando o kit DNAse |
Amplification Grade (Sigma) e submetidas a transcricdo reversa usando o kit
RevertedAid First Strand cDNA Synthesis conforme instrugbes do fabricante
(Thermo Scientific), um total de 3ug de RNA foi utilizada para a sintese de cDNA

primeira fita.

Identificacéo de sequencias ortdlogas de genes da biossintese da lignina em

espécies de Saccharum

As sequencias dos 10 unigenes identificados por Llerena et al. (2019) em S.
spontaneum e S. officinarum: 1 C4H (cinnamate 4- hydroxylase), 1 4CL (4-
hydroxicinnamoyl CoA: ligase), 1 HCT (hydroxycinnamoyl-CoA: shikimate/quinate p-
hydroxycinnamoyl-transferase), 1 F5H (ferulate 5-hydroxylase), 1 C3H (p-
coumaroylshikimate  3'-hydroxylase), 2 CCoAOMT(caffeoyl CoA  3-O-
methyltransferase), 1 CCR (cinnamoyl CoA reductase), 1 COMT(caffeate O-
methyltransferase) e 2 CAD cinnamyl alcohol dehydrogenase, foram usadas para
avaliar o seu perfil de expressdo em distintos tecidos. Como dois genes foram
isolados para CCoAOMT e CAD eles foram identificados como A e B. CCOAOMT A,
B e CAD A,B sdo homodlogos de ShCCoAOMT 2, 1 e ShCADS, 2 respectivamente
(Bottcher et al.2013).

Identificacdo sequencias ortdlogas de fatores de transcricdo (TFs) e analise
filogenética em cana-de-agucar.

O repertério encontrado de TFs que se ligam in silico aos promotores isolados dos
genes ShCADS8, ShCOMT e ShF5H e outros TFs descritos na literatura regulando a
deposicao de lignina foram considerados para a busca das sequencias dos TFs

ortélogos em cana-de-acglcar. Assim sequencias de TFs de plantas modelo de
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gramineas (Z. mays, S. bicolor, P. virgatum e B. distachyon ) e Arabidopsis serviram
de “baits” usando as ferramentas blastn e tblastx (Altschul et al., 1997), limitando-se
a busca de CDS ou EST com e-value cut-off<e™®, nos bancos disponiveis do
SUCEST (http://sucest-fun.org/), CTBE (Riafio-Pachon & Mattiello, 2017),
Sugarcane  Genome  Hub  (Garsmeur et al, 2018), Phytozome
(https://phytozome.jgi.doe.gov), NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov) e RNAseq
derivado de dois gendtipos de cana-de-acgucar contrastantes para lignina (Vicentini
et al., 2015). As sequencias obtidas dos TFs master switches e ativadores ou
repressores do nivel inferior da rede hierarquica dos bancos de dados diversos foram
usadas para analises filogenéticas, com o intuito identificar homologos dos TFs
envolvidos na regulacdo da biossintese de lignina na cana-de-acucar. As arvores
filogenéticas foram construidas com sequencias de aminoacidos de cana-de-acucar,
as gramineas mencionadas acima e as eudicotileddneas A. thaliana e P. trichocarpa.
O alinhamento multiplo de sequéncias de aminoacidos foi realizado com o programa
CustalW (Thompson et al., 2002). As analises e as arvores filogenéticas foram
realizadas e visualizadas, respectivamente através do programa MEGA verséo 5.02
(Tamura et al., 2011) e as relacdes evolutivas foram inferidas usando o algoritmo
Neighbor-joining com Bootstrap para 1000 repetigdes. “Gap regions” foram excluidas

por ajuste manual.

Perfil de expressdo de genes da biossintese da lignina e de fatores de

transcricdo (TFs) em espécies se Saccharum

De forma geral, as sequéncias dos genes da rota biossintética da lignina isoladas
em espécies de Saccharum por Llerena et al.2019, assim como as sequencias dos
fatores de transcricdo ort6logos identificados aqui para cana-de-acucar, foram
utilizadas para desenho de primers especificos, para avaliar a expressao génica
por gRT-PCR quantitativo (QPCR). Especificamente para as sequencias ortdlogas
dos TFs, estas foram alinhadas com os ortologos de S. bicolor fazendo uso do
programa Clustal Omega (Sievers et al., 2011) e a partir do alinhamento, foram
desenhados primers para RT-gPCR em regifes nao conservadas ((fora do dominio
MYB, NAC, WRKY, AP2 e KNOTTED HOMEOBOX (KNOX)), perto do final da CDS,
3'UTR ou 5'UTR , desde que o dominio proteico dos genes desta familias de TFs
sao muito conservadas. Para o desenho do primers tanto para o genes da lignina

como para os TFs foi usado o programa Primer 3 (Rozen & Skaletsky, 2000),
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considerando a Tm ~ 60°C, a % GC ( 60), tamanho dos primers foi entre 18-23 pb
e o tamanho de amplicon flutuando entre de 90 a 180 pb. A possivel presencia de
estruturas internas secundarias e potencial formacdo de dimeros nos primers foi
verificado pelo software OligoAnalizer 3.1(Owczarzy et al., 2008). A especifidade
do primer para cada um dos templates foi avaliada com a ferramenta Primer-Blast
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast). As sequencias dos primers, e 0
tamanho esperado do amplicon séo fornecidos nas Tabelas S3A e S3B. A curva de
eficiéncia dos primers foi determinada pelo software Step One Plus Software v2.3
Life Technologies. As amostras de cDNA diluidas 12.5 X para 7 tecidos (Folha
Nova, Folha Velha, cértex do internédio 3°, cortex do internddio 5°, medula do
internédio 3°, medula do internédio 5° e raiz) das espécies S. officinarum e S.
spontaneum foram usadas nesta andlise. As rea¢fes de qRT-PCR (processadas
em 3 repeti¢cdes bioldgicas e 3 replicatas técnicas) foram preparadas com o iTaq™
universal SYBR® Green supermix BIORAD e analisadas em um StepOnePlus™
Real-Time PCR System, usando o método: 95°C por 3 min seguidos por 40 ciclos
de 95°C por 10 s e 60°C por 30 s. A especificidade dos produtos amplificados foi
avaliada pela analise da curva de dissociacdo gerada pelo equipamento. Para a
normalizacdo interna adequada, foi utilizado o gene constitutivo gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) e UBIQUITIN, que foram identificados como os
mais estavel por Bottcher et al. (2013). A expressao relativa foi apresentada
utilizando-se a formula: 2"2¢t, onde ACt = (Cttag - Ctref), Sendo o Ct definido como o
namero de ciclos necessarios para a taxa de amplificacdo do gene alvo se tornar
exponencial, tag = gene alvo, e ref = gene referéncia. Este método é derivado do
método 2-22Ct (Livak & Schmittgen, 2001).

1.5 Determinacgé&o de Lignina Acetyl Bromide (AcBr)

A determinacado do conteudo de Lignina Acetyl Bromide foi realizada de acordo com
a metodologia descrita por (Hatfield & Fukushima, 2005) em duas etapas com as
seguintes modificacdes: Na primeira etapa em um microtubo de 2ml (pesado
preliminarmente) foi colocado 20 mg de biomassa vegetal finamente macerado se
procedeu a isolar a parede celular, lavando esta sequencialmente com 1 ml de:
agua deionizada (MilliQ), etanol, cloroférmio e acetona, incubando a 98°C, 76°C,
59°C e 54°C, respectivamente, em cada passo de incubacéo, os microtubos foram

agitados a 750 rpm por exatamente 30 min fazendo uso de um Thermomixer C
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Eppendorf e centrifugando por 5 min a 14000 rpm eliminando cuidadosamente o
sobrenadante e mantendo o pellet. O pellet foi seco em vacuo usando um
Concentrator Plus Eppendorf durante 45 min. O microtubo contendo a parede
celular isolada foi pesado. A diferenca de peso do microtubo com a amostra lavada
menos 0 microtubo € o peso de parede celular isolada. Em uma segunda etapa, ao
microtubo contendo a parede celular isolada foi adicionado 250 uL de uma solugéo
fresca de acetyl bromide (25% AcBr em Acido Acético) cuidadosamente para evitar
“splashing” da amostra, os microtubos foram incubados a 50°C (reacéo) sem agitar
e passado este tempo foi deixado mais uma hora em vértex por 15 mim,
posteriormente os microtubos foram colocados em gelo e centrifugados por 15 mim
a 14000 rpm. Em um novo microtubo de 2ml foi adicionado: 100 ul do sobrenadante
da reacdo, 400 ul de NaOH 2M e 75 ul de hidroxilamine hidrocloride fresco, e a
mistura agitada. Para os brancos foi considerado 100 ul de 25 de AcBr em &cido
aceético. Foi Adicionado finalmente 1.425 ml de &cido acético e os microtubos foram
agitados por inversdo. Foram feitas leituras a 280 nm fazendo uso de
espectrofotometro Thermo Scientific™ NanoDrop 2000. Aqui usamos o fator de
correcao de 23.35. O conteudo de Lignina Acetyl bromide foi expresso em % de
parede celular.

1.6 Determinacéo darazao S/G

A determinacao da razédo S/G foi feito de acordo com Kiyota et al. (2012). Amostras
de 100 mg foram hidrolisadas com uma solucédo de 2,0 ml de NaOH 4M em tubos de
ensaio com tampa de rosca e vedados com fita teflon. Os tubos foram aquecidos
durante 24 h a 95°C em um sistema de aquecimento do tipo dry-block. Os tubos
foram resfriados em temperatura ambiente e as amostras foram acidificadas com
aproximadamente 1,6 ml de HCI 6M. O tubo foi agitado para garantir a neutralizacéao
da base. Apos a acidificacdo, o pH foi conferido com fita de papel indicador. Em
seguida a amostra foi centrifugada a 13000 rpm por 5 min e uma aliquota de 500 uL
do sobrenadante foi transferida para outro recipiente (microtubo de 2,0 mL) e
extraida duas vezes com 1,0 mL de acetato de etila, juntando as duas fracbes da
fase organica. O solvente foi evaporado sob fluxo de N2 e o conteudo foi dissolvido
em 1,0 mL de agua deionizada (MilliQ). Em seguida as amostras foram analisadas
por UHPLC-MS. Se utilizou um sistema de UHPLC acoplado com um espectrometro

de massas do tipo triplo quadruplo equipado com fonte de ionizagdo ESI (modelo
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ACQUITY, Waters Corp, Manchester, UK). O software MassLynx V.4.1 (Waters
Corp. Manchester, UK) foi utilizado para aquisicdo e tratamento dos dados. Os
compostos provenientes da hidrélise alcalina foram separados usando uma coluna
C8 (50 mm x 2,1 mm; 1,7 um). Como fase movel se usara agua (A) e acetonitrila (B),
seguindo o gradiente: 90% A até 4,5 minutos, mudando para 100% B em 8,0 minutos.
Essa condicao foi mantida constante até 9,0 minutos, e em seguida retornou-se para
condicao inicial estabilizando em 10,0 minutos. O fluxo se manteve constante
durante a corrida em 0,300 mL/min. O volume de injecéo foi de 5,0 uL. Os espectros
de massas foram adquiridos em modo SIM para os ions m/z 121, 151 e 181, em
modo negativo sendo a voltagem do capilar -3,0 KV e do cone -52, -26 e -30 V para
H, G e S, respectivamente. A temperatura da fonte e de dessolvatacao foi de 150 e

350 °C, respectivamente.

1.7 Correlacéo e Anélise de Rede Bayesiana

Os dados de expressao (RT-qPCR) e os dados metabdlicos foram usados em uma
analise de correlacdo de Pearson para identificar uma possivel relacdo entre a
expressdo dos TFs identificados aqui e a expressao de genes da biossintese de
lignina (Llerena et al.2019), razdo S/G e conteudo de lignina em espécies de
Saccharum. A andlise foi realizada no R software (Team, R 2013). A anélise da rede
bayesiana foi realizada usando o software BNFinder (Wilczynski & Dojer, 2009). Um
total de 23 pontos de dados foram coletados da rede e correspondem a TFs, genes
da biossintese de lignina, de amostras que pertencem a 7 tecidos ((Folha Nova (+2),
Folha Velha (+4), cértex do internédio 3°, coOrtex do internddio 5°, medula do
internédio 3°, medula do internddio 5° e raiz), enquanto 10 pontos de dados
pertencem aos gendtipos e tecidos e dados bioquimicos. Nas redes obtidas, foi
assumido que a expressao de genes pode depender de condices (caracteristicas
genéticas, morfolégicas e bioquimicas), mas ndo o contrario. Além disso, a
orientacdo das interagbes regulatorias foi inferida. Foi considerado os dados
guantitativos de PCR como variaveis continuas e outros dados (gendétipo, tipo de
tecido, razdo S/G, conteudo de lignina) como variaveis discretas. O critério de
pontuacdo de equivaléncia Bayesiana-Dirichlet foi usado para compreender a
estrutura da rede composta por essas variaveis discretas e continuas. Neste estudo,
as interacoes representaram o fato de que uma variavel depende de alguma outra

variavel, e o tipo de interacdo pode ser uma correlacdo positiva ou negativa entre
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variaveis. A topologia da rede foi devidamente reconstruida usando o Cytoscape
(Smoot et al., 2011).

1.8 Isolamento e ensaio de transativacao de protoplastos em espécies

de Saccharum

Isolamento de Fatores de Transcricdo: ShMYB85 e ShMYB58/63

1. Sequencias ja caracterizadas de S. bicolor, Zea Mays, B. dystachyon, P. virgatum
e Arabidopsis serviram como iscas usando as ferramentas blastn e tblastx
(Altschul & Madden, 1997), para isolar os ortélogos de ShMYB85 e ShMYB58/63
nas espécies de Saccharum, usando os banco de dados do SUCEST
(http://sucest-fun.org/), CTBE (Riafio-Pachon & Mattiello, 2017), Sugarcane
Genome Hub (Garsmeur et al., 2018), Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov),
NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov) e RNAseq derivado de dois gendtipos de

cana-de-aguUcar contrastantes para lignina (Vicentini et al., 2015)

2. As sequencias codificantes completas (CDS) dos TFs ortélogos em cana-de-
acucar: ShMYB85 (Sh_250M06_t000170), ShMYB58/63 (Sh_227K15 t000030)
foram obtidos do Sugarcane Genome Hub (Garsmeur et al., 2018) e serviram para
desenhar primers com sitios attB parcial e total (para clonagem no vector Invitrogen
pDONR221 Gateway) com o intuito de amplificar toda a CDS completa destes TFs.
ShMYB85, ShMYB58/63 foram amplificadas a partir de um pool de cDNA
correspondente aos tecidos da medula e cértex do internddio 5 de S. spontaneum

3. Foi feito dois rounds de PCR. O primeiro, consistiu de 35 ciclos: cada ciclo:
desnaturacdo a 98°C/20s, anelamento de 55°C/30s e extensdo a 72°C/1 min.
Houve uma desnaturacéo inicial de 98°C/2 min e uma extensao final 72°C/5 min.
O segundo envolveu 2 passos: A) 5 ciclos, cada ciclo: desnaturacdo a 98°C/15s,
anelamento de 45°C/30s e extensdo a 72°C/1 mim. B) 20 ciclos, cada ciclo:
desnaturacdo a 98°C/15s, anelamento de 57°C/30s e extensdo a 72°C/1 min.
Houve uma desnaturacéo inicial de 98°C/2 min e uma extensao final 72°C/10 min.

4. As concentragdes finais para 25 uL de reagao padrao de PCR tanto do primeiro
e segundo round foram: 200 yM de cada dNTP, 0.005U de iProof High Fidelity
DNA Polimerase, Buffer 1X iProof HF (1,5 mM de MgClz), 0.2 uM de cada primer
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(attB parcial e total), 1ul cDNA (do 5to internddio de S. spontaneum) , formamida

2% e agua livre de nucleases.

5. 3 pL produto do segundo round PCR amplificado, correspondente ao tamanho
esperado foram separadas em gel de agarose 1.5 % contendo brometo de etideo
e visualizadas em um foto-documentador Gel-Doc 2000 BIORAD, o restante do
produto de PCR foi purificado com o kit PureLink Quick Gel Extraction and PCR
Purification Combo Kit.

Clonagem dos Promotores: (pShCAD8, pShF5H e pShCOMT) e Fatores de
Transcrigcdo (ShMYB85 e ShMYB58/63)

1. Como mencionado anteriormente o promotor do gene ShCADS8 e aqueles do
ShF5H e ShCOMT de ambas as espécies foram clonados no pGEM-T Easy
Promega e pCR 2.1-TOPO invitrogen, respectivamente, e a presenca do inserto no
vector e identidade destes foi verificado por PCR com primers M13 e
sequenciamento Sanger, respetivamente. Com excec¢ao do promotor da ShF5H em
S. spontaneum, os promotores incluidos nestes vectores foram amplificados
usando primers especificos com sitios attB, nas mesmas condicdes como se
descreve acima para os TFs em estudo.

2. Todos os promotores e TFs (com excecdo do pShF5H de S. spontaneum) foram
clonados no vetor Invitrogen pDONR221 Gateway, usando Invitrogen Gateway BP
Clonase Il Enzyme mix. O pShF5H de S. spontaneum foi clonado no vetor invitrogen
PENTR/D-TOPO usando os mesmos primers para S. officinarum sem sitios attB
sendo que o primer reverso foi desenhado na sentido 5° com os nucleotideos CCAA
e o primer reverse sem adicionar nenhum nucleotideo. A presenca dos insertos nos
vetores foi verificada por PCR com primers universais M13.

3. Os vetores de entrada positivos para os Promotores e TFs foram recombinados nos
vetores de destino: pGWL7 e p2GW?7, para gerar o vetor repoérter dirigindo a
expressao da Renilla luciferase (rLUC) e o vetor efetor, em que um constitutivo
promotor CaMV 35S impulsiona a expresséo ShMYB85, ShMYB58/63
respectivamente usando Invitrogen LR Clonase Il Plus Enzyme mix. A presenca do
inserto nos vetores de entrada e a identidade foram verificado por PCR e

sequenciamento Sanger usando primers attB, respectivamente.
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Ensaio de Transativacdo de Protoplastos

1. O isolamento e transformacdo de protoplastos BY2 de N. tabacum foi feito de
acordo com a metodologia descrita por Lin et al. (2018).

2. O ensaio de transativacao foi desenvolvido com 6 replicatas (cada uma contendo
100 pL de solugéo protoplasto (500 protoplastos por uL) para cada combinagao do
promotor e TFs, usando o Kit Dual Luciferase Promega seguindo as instru¢cdes do
fabricante

3. Foi necessério um total de 4ug de cada vetor efetor (contendo os TFs), vector
repoérter (contendo os promotores) e o vector de normalizacédo contendo o promotor
CaMV 35S dirigindo a expresséo da Renilla luciferase (rLUC).

4. A transfeccdo dos protoplastos foi feita usando uma solucédo de Ca?*/ PEG, e as
células foram incubadas por 24 h no escuro, antes da lise. A transativacdo dos
promotores, pShCAD8, pShF5H e pShCOMT por ShMYB85 e ShMYB58/63,
respectivamente, foi estimado, calculando a razdo das atividades luciferase
firefly/renilla (fLUC/rLUC)

5. Como controle negativo, um vector p2GW7 que contém a sequéncia codificante do
gene reporter B-GLUCURONIDASA (GUS) (em lugar dos TFs) foi co-transformada

com o vector pGWL7 que contém o promotor candidato.

1.9 Analises estatisticas

Para as andlises bioquimicas (contetdo de lignina e razdo S/G) e andlises de
expressdo (RT-gPCR) foi realizada uma analise de variancia (ANOVA) simples, e
quando houve diferencas entre as médias a comparacao foi feita pelo teste de Tuckey
(p<0,05). Para o ensaio de transativacdo de protoplastos BY-2 em N. tabacum as
diferencias significativas foram determinadas pelo t-test (p<0.05). Para as andlises
bioguimicas foram feitas 3 replicatas biologicas e no que respeita a de expresséao (RT-
gPCR) dos TFs ortdlogos e genes da biossintese de lignina em espécies de
Saccharum foram feitas 3 replicatas bioldégicas com trés replicatas técnicas. Os
resultados das analises bioguimicas e do ensaio de transativacdo foram expressas
pela média + erro padrdo. Para expressao génica os resultados foram expressados
pela médiat desvio padrdo. Para o controle da transferéncia do erro no calculo de

expressdo génica foi utilizado um modelo linear de acumulo de erro (%, = agt rer T

d [2 —ACt]
d[Act]

2
a&,) no calculo do valor de ACt e nao linear (67-acc = ( ) oZ.,.) no célculo do valor
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de 2-2Ct ( Brown & Mac Berthouex, 2002). Foi utilizada uma analise de componente
principal (PCA) usando o software R (Team, R 2013) para simplificar as tendéncias e
verificar possiveis agrupamentos entre a expressao de TFs, genes de biossintese de
lignina e parametros metabdlicos (razdo S/G e conteudo de lignina) para cada uma
das espécies de Saccharum, e revelar as variaveis mais importantes para cada
agrupamento em apenas dois componentes (dimensdes) que resumem todas as
variaveis avaliadas (Lever et al., 2017) usando o software R (Team, R 2013), sendo

aplicado o método de analise de fatores para dados mistos (FAMD) (Pages, 2014).
2 Resultados e Discusséao

2.1 Isolamento e analise in silico de elementos cis da regido regulatoria
dos genes ShCAD8 e ShCOMT e ShF5H em espécies de Saccharum

Inicialmente, no que respeita a pShCADS, foi amplificado com sucesso um fragmento
de DNA genbmico de 1880 pb (DL1) para S. officinarum e 2212 pb (DL3) para S.
spontaneum, dos quais 1619 pb e 1950 pb corresponderam so a regido regulatoria
(promotor + regido 5’'UTR), e 261 pb ao primeiro exon respectivamente. E importante
deixar claro que para S. spontaneum foi isolado adicionalmente uma sequéncia
regulatéria de 1150 pb (DL1) que possui 100 % de similaridade na homologia de
sequéncia com DL3, porém como DL3 possui maior extensdo de pb foi considerada
para analises posteriores. Para pShCOMT, tanto para S. officinarum como para S.
spontaneum foi obtido um fragmento de DNA de 1428 pb correspondendo a parte
regulatoria 1319 pb para ambas as espécies e 109 pb ao primeiro exon. Para pShF5H
tanto para S. officinarum como para S. spontaneum foi obtido um fragmento de 1774
sendo que 1701 pb corresponde s6 a regido regulatéria e 73 pb ao primer exon (Figura
8). A analise do fragmento amplificado para pShCAD8 das espécies de Saccharum
que inclui 261 pb do primeiro exon e o restante para a regido 5’"UTR e promotora,
revela uma sequéncia que compreende 620 pb de alta similaridade (96%) entre as
espécies em direcéo upstream do codao inicial ATG (Figura S1). Em destaque para o
caso dos promotores pShCOMT e pShF5H, a totalidade da regiao regulatéria isolada
possui ~ 95% de similaridade entre as espécies em estudo ao contrario no encontrado
para pShCAD8 (61%) (Figura S1). As regibes regulatérias destes genes foram
analisadas na ocorréncia de elementos cis acima do cédon inicial ATG, identificando

distintos elementos cis nas sequéncias de pShCADS8, pShCOMT e pShF5H nas
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espécies de Saccharum (Tabela S1). Um distinto nimero e frequéncia dos elementos
cis caracteristicos: 5UTR Pye-rich stretch (elemento cis conferindo elevados niveis de
transcricdo) e TATA box foi encontrado (Figura S1). De outro lado analisando o sentido
forward e reverse da regido regulatéria para pShCADS8, podemos observar a presenca
de 5 tipos de sequencias SNBE (Secondary wall NAC binding elements) para S.
officinarum e 3 para S. spontaneum. No que respeita para as sequencias SMRE
(secondary wall MYB-responsive element) podemos assinalar que S. officinarum
apresenta 1 tipo enquanto foram 3 para S. spontaneum (Tabela S1A). Para o caso de
pShCOMT (Tabela S1B), a mesma quantidade e tipos de SMREs foram encontrados
entre a especies. A regido regulatoria de pShF5H, possui 1 SNBE e 2 SMREs para S.
officinarum e para S. spontaneum, 2 SNBEs e 2 SMREs (Tabela S1C). Assim,
elementos cis AC Il e lll em promotores que regulam genes que participam na
biossintese da lignina em tecidos xilematicos foram encontrados nos pShCADS,
pShCOMT e pShF5H indistintamente nas espécies de Saccharum. Nao foi encontrado
elementos cis AC do tipo | na regido regulatéria de pShCAD8, pShCOMT e pShF5H e
em destaque se observa que para pShCOMT nao encontramos sequencias SNBE. A
presenca in silico dos motivos presentes nas regides regulatérias aqui, foi baseado
nas SNBE e SMRE encontradas em A. thaliana, usando como isca, no algoritmo
desenvolvido por Gunasekara et al. (2016) , as sequéncias consensos palindrémica
imperfeita caracterizadas funcionalmente de 19 pb SNBE:
(T/A)NN(C/T)(T/C/G)TNNNNNNNA(A/C)GN(A/CIT)(AIT) (Zhong et al., 2010b) e a
sequéncia de 7 pb SMRE: ACC(A/T)A(A/C)(T/C) (Zzhong & Ye, 2012). A auséncia
destes motivos aqui, pode ser devido a que nas regides regulatérias isoladas existam
uma ou mais bases degeneradas, indicando isto uma expansdo destas sequencias
consenso nas espécies de Saccharum ou uma falta de base de dados robusta e
atualizada que reconheca esses possiveis SNBE em pShCOMT. Para corroborar isto
optamos por verificar as sequencias regulatérias de pPShCOMT em outros algoritmos
de predicdo também baseados em A. thaliana (Jin et al., 2016;Tian et al., 2020;Chow
et al., 2019) encontrando SNBE no pShCOMT que se ligam aos NACs: NST1/SND1
e VNI2 (TTGCGTCAGGGTCAAGT e  TGACGCAAACCTAACGCAATA,
respectivamente). Porém € importante assinalar que no promotor da caffeoyl
shikimate esterase (CSE), foi encontrado in silico um total de 7 tipos de SNBE: 5 em
sentido forward e 2 em sentido reverse, mas quando foi verificado esta possivel

interacdo através de um ensaio de transativacdo nenhum dos NACs avaliados
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impulsou a ativagcdo do promotor deste gene (Vargas et al.,, 2016). Por tanto a
presenca desses elementos cis de ligacao in silico a TFs ndo implica necessariamente
que eles sdo elementos funcionais (Zhong et al., 2010b), mas sdo um possivel
indicativo de uma possivel interacdo, mais ainda em gramineas, onde néo existe uma
identificacdo e caracterizacdo funcional desses motivos cis. Consideramos que €
urgente cada vez mais esforcos na identificacdo de elementos cis em regifes
regulatorias de genes da biossintese de lignina e sua atualizacdo em base de dados
em A. thaliana (melhor organismo modelo caracterizado) e principalmente em
gramineas com fins de bioenergia. De outro lado € bem conhecido que a expressao
dos genes da biossintese da lignina é afetada por muitos processos biolégicos do
metabolismo intermediario e por fatores ambientais (Moura et al., 2010). Aqui para
pShCADS8, pShCOMT e pShF5H, outros elementos cis foram encontrados na regiao
regulatéria relacionados a resposta hormonal por 4cido abscisico (ABRE), processos
anaeroébicos (ARE), processos de variacao circadiana e responsivos a luz (AT-1 motif;
BOX-4; G-BOX; GATA motif; MRE e GT1) inducao por estresse hidrico (MBS), baixa
temperatura (LTR), metabolismo da giberelina (P-box), metil-jasmonato na defesa
contra patdégenos (CGTCA-motif; TCA elements e TGACG-motif) e auxinas (TGA box;
TGA elements), estes elementos estéo descritos nas Tabelas 1-3.
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Tabela 1 - Principais elementos cis encontrados na regido regulatéria de ShCAD8
nas espécies de Saccharum segundo PLANT CARE

Funcéo Elemento Cis Posicdao em Posicao em
S. spontaneum S. officinarum
Respostas ao acido ABRE +664 - 826
abscisico
Desenvolvimento da MYB +871; -1285 -615;-752;-756
parede celular MYB recognition site +479 +920;-1079
MYB-like — -756
Respostas induzidas ARE -718; +1740 -436;-689
pela anaerébia
Respostas a Luz AT1-motif -1120 —
Box 4 -1117;-1199 +195
G- box -663; +952 +826
GATA- motif -1851 -1519
Pc-CMA2c -1307 —
GT1 — +429
Respostas CGTCA-motif +221; +590; +500; +1034
envolvidas com TGACG-motif +1363; -427; -662; -512 —
Metil-Jasmonato
Resposta a baja LTR -248;+730;-346 —
temperatura
Resposta a seca MBS -227;+1408;-409 —
Resposta envolvida P-box -577
a giberelina
Resposta envolvida TCA-elements -680 -968
com &cido salicilico
Respostas TGA-box -1360 -1301
envolvidas a auxina TGA element — -956

Tabela 2 - Principais elementos cis encontrados na regido regulatéria de ShCOMT
nas espécies de Saccharum segundo PLANT CARE

Funcéo Elemento Cis Posicdo em Posicdo em
S. spontaneum S. officinarum
Respostas ao &cido ABRE +446; +646 -598:-399
abscisico
Respostas a Luz Box-4 +354;-934 +305;-905
G-box +646 +598;+370
GT1-motif -983 -974
I-box +249 +203
MRE +919 +890
Respostas CGTCA-motif +432;+1355;-912 +385;+1317;-883
envolvida com
Metil-Jasmonato
Respostas P-box — +270
envolvida a

giberelina
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Tabela 3 - Principais elementos cis encontrados na regido regulatéria de ShF5H nas
espécies de Saccharum segundo PLANT CARE

Funcéo

Elemento Cis

Posicdo em

S. spontaneum

Posicdo em
S. officinarum

Respostas ao
acido abscisico
Desenvolvimento
da parede celular

Respostas
induzidas pela
anaerébia
Respostas a Luz

Respostas
envolvidas com
Metil-Jasmonato

Resposta a baja
temperatura
Resposta a seca

Resposta
envolvida a
giberelina
Resposta
envolvida com
acido salicilico
Respostas
envolvidas a
auxina

ABRE

MYB

MYB
recognition
site
MYB-like
ARE

AT1-motif
Box 4

G- box
GATA-
motif
Pc-CMA2c
GT1-motif

CGTCA-
motif
TGACG-
motif

LTR

MBS

P-box

TCA-
elements

TGA-box
TGA
element

-735

-709;-916;-658;-1079;

+1079;+709

+65;-1096;+298;- 1113

+735
-426

-1601

-722

-696;-1064;-901
-696;-1064

-901
+1176

+307;+1081;+287;+1098
+722
-415

-1611
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Figura 8 — Otimizacdo do isolamento de promotores e fatores de transcricdo em espécies de
Saccharum. 1. pShCADS8: (1A-B) 1™ round PCR das bibliotecas DL1, DL2, DL3, DL4 e
Ctrl+(Pvull). (1C-D) 2% round PCR das bibliotecas DL1(1880 bp) em S. officinarum (OFF) e
DL1(1150 bp) e DL3(2212 bp) em S. spontaneum (SPON). (1E) Amplificacdo de DL1 (OFF), DL1
e DL3 (SPON) a partir do 2% round de PCR isolado de gel de agarose ao 1 %. 2: pPShCOMT: 2(A-
B) 2% Round de PCR usando 4 combinacées de primers (1-4) a partir de DNA gendmico de OFF
e SPON, 2 (1428 bp) e 4 (1277 bp) apresentaram as bandas mais intensas. 2(C-D) Avaliacao de
minipreps por digestdo com EcoRlI para verificar a presenca do produto de PCR da combinacgéo
2 em OFF e SPON. 3: pShF5H: (3A) Bandas de distintos tamanhos obtidas a partir de distintas
combinacg@es de primers usando DNA gndmico. 1-3 e 2-4 representam as duas bandas de maior
tamanho em OFF e SPON, respectivamente. (3B-D) Série de otimizacdes para a obtencao de
bandas especificas de maior tamanho (1774 bp) mudando parametros de PCR como descritos
no texto em OFF e SPON. 4 Amplificacdo de ShMYB85 e ShMYB58/63 usando como template
0 cDNA do 5to internddio de SPON. As bandas visualizadas para pShCAD8, pShCOMT,
pShF5H, ShMYB85 e ShMYB58/63 foram separadas em gel de agarose ao 1% contendo
brometo de etidio. M= Marcador Molecular; 1kb Ladder, Sinapse Inc - M1181.
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2.2 Identificagcdo de TFs in silico, naregido regulatoria dos genes ShCADS8
e ShCOMT e ShF5H em espécies de Saccharum, busca de sequencias
ortolégas de TFs e andlise filogenética em cana-de-agcUcar Saccharum
spp.

O repertério encontrado de TFs que se ligam in silico aos promotores isolados dos
genes ShCAD8, ShCOMT e ShF5H correspondem a master switches e ativadores
ou repressores posicionados no nivel inferior da rede hierarquica transcricional que
regula a SCW é apresentado na (Tabela 4-6). Outros TFs descritos na literatura
regulando especificamente a deposicdo de lignina que ndo foram encontrados a
interagir in silico com elementos cis nas regides regulatérias dos genes em estudo,
também foram considerados na busca das sequencias dos TFs ortdlogos em cana-
de-acucar. Desde que os algoritmos usados aqui para a identificacdo dos TF que se
ligam in silico nas regides regulatdrias estdo baseados em A. thaliana e Zea mays
(Agarwal et al., 2016; Fornalé et al., 2010; Gray et al., 2012; Zhao & Dixon, 2011;
Sonbol et al., 2009) usamos as sequencias de TFs caracterizadas funcionalmente
destas espécies como iscas para a sua busca em banco de dados, principalmente
no SUCEST (http://sucest-fun.org), Sugarcane Lignin RNA-seq Database (Vicentini
et al., 2015), CTBE (Riafio-Pachén & Mattiello, 2017), Sugarcane Genome Hub
(Garsmeur et al., 2018), Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov), NCBI
(https://www.ncbi.nim.nih.gov). 10 TFs em cana-de-acgucar foram identificadas como
homologos das sequencias de Arabidopsis e 2 para Z. mays. No que respeita a
Arabidopsis, as sequencias homologas de cana-de-acucar foram confirmados
adicionalmente por uma busca reversa no banco de dados Arabidopsis Information
Resource (TAIR) usando a ferramenta BLASTX (Altschul et al. 1990). Indistintamente
da regido regulatéria do gene e da espécie, foram identificados sitios de ligacéo para
AtVND6 e AtVND7, porém nao foi possivel montar sequencias homélogas o
suficientemente extensas, a partir das distintas bases de dados em cana-de-acucar
existentes para a sua inclusdo nas andlises filogenéticas e de expressdo génica. E
importante mencionar que para obter as CDS completas de alguns dos TFs
homologos de cana-de-acucar aqui identificados, foi necessario montar mais de uma
ESTs a partir de um banco de dados ou de diferentes. As CDS completas de todos
os TFs identificados em cana-de-agucar, os codigos das EST(clones) dos bancos de

dados e do seus ortdlogos usados na analise filogenética aqui, sdo apresentados na
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figura S2 e tabela S2, respectivamente. Procurando pelos dominios especificos nas
sequencias dos homdlogos identificados em cana-de-aglUcar, os 12 TFs foram
classificados em 4 familias: MYB (MYBR2R3), NAC, AP2, WRKY e HOMEOBOX
(KNOTTED). Cada sequéncia dos TFs identificados em cana-de-acucar das
mencionadas familias foram caracterizadas por andlise filogenética mediante
alinhamento com sequencias aminoacidicas de TFs das melhores monocotileddneas
(O. sativa, S. bicolor, B. dystachyon, P. virgatum e Z. mays) e eudicotiledGneas
modelo (A. thaliana e P. trichocarpa) caracterizadas e relacionadas com a
biossintese de lignina e deposicao da SCW. Os TFs de cana-de-agucar identificados
e 0s homoélogos usados para a andlise filogenéticas foram nomeados usando Sh
(Saccharum) e as primeiras letras do género e espécie, respectivamente, mais o
nome de seu respectivo homologo caracterizado em Arabidopsis ou milho (ver Figura
S2).

Como se observa na Figura 9, de forma geral, podemos assinalar, que as distintas
familias (clados) correspondentes aos TFs homadlogos identificados para cana-de-
acucar se agruparam de forma similar como descrito em Arabidopsis (Zhong et al.,
2010a; Zhong & Ye, 2009; Zhou et al., 2009). As sequencias dos TFs de cana-de-
acucar para cada uma das familias, se agregaram de forma préxima com ortélogos
de monocotiledoneas em particular com aqueles S. bicolor e Z. mays. Apesar desta
agrupacédo, os ortélogos de A. thaliana encaixaram no mesmo clado para cada
familia em particular, indicando uma possivel conservagéo da funcao regulatéria na
deposicdo da parede celular entre sequencias de monocotiledbneas e

eudicotiledéneas (Handakumbura & Hazen, 2012).

A rede regulatéria transcricional que compreende principalmente aos master
switches NACs WRKY, AP2/ERF e MYBs , e uma bateria de TFs da familia MYBs e
KNOX, posicionados no nivel inferior da rede hierarquica ativando ou reprimindo
genes da SCW, incluindo aqueles da biossintese da lignina, tem sido caracterizados
amplamente em Arabidopsis e outras eudicotiledéneas modelo em ordem de validar
a sua funcao, porém os esforgos ainda séo limitados ou desconhecidos para varias

culturas bioenergia como cana-de agucar.
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Tabela 4 - Fatores de Transcricdo que interagem com elementos cis presentes na
regulatéria do gene ShCADS8 nas espécies de Saccharum (predi¢cdo segundo TFDB e
PLANT PAN 3.0

Fator de Transcricéo Locus Posicdo em Posicdo em Funcéo
(Ortologo em S. spontaneum  S. officinarum

Arabidopsis ou Milho)

AtMYB46 AT5G12870 +557 -754 Ativador
AtMYB83 AT3G08500 +564 +752 Ativador
AtMYB52 AT1G17950 +533 -38 Ativador
AtMYB55 AT4G01680 -556 +982 Ativador
AtMYB61 AT1G09540 — +990 Ativador
AtMYB63 AT1G79180 -562 — Ativador
AtNST-1 AT2G46770 -1360 -1031 Ativador
AtWRKY-12 AT2G44745 -660 +1250 Represor
AtVND6 AT5G62380 -1360 — Ativador
AtVNI2 AT5G13180 +222 — Represor
AtKNAT7 AT1G62990 +257 — Represor
ZmMYB31 GRMZM2G050305 -1204 — Represor

Tabela 5 - Fatores de Transcricdo que interagem com elementos cis presentes na
regulatoria do gene ShCOMT nas espécies de Saccharum (predicdo segundo TFDB
e PLANT PAN 3.0)

Fator de Transcri¢éo Locus Posicdo em Funcéo
(Ortologo em Arabidopsis S. spontaneum
ou Milho) e S. officinarum
AtMYB46 AT5G12870 +1189 Ativador
AtMYB61 AT1G09540 +854 Ativador
AtMYB83 AT3G08500 +1188 Ativador
AtMYB63 AT1G79180 +938 Ativador
AtMYB55 AT4G01680 -765 Ativador
AtMYB58 AT1G16490 +1158 Ativador
AtMYB46 AT5G12870 +1176 Ativador
AtNST-1 AT2G46770 -904 Ativador
AtWRKY12 AT2G44745 -462 Represor
AtVNDG6 AT5G62380 911 Ativador
AtVNI2 AT5G13180 -924 Represor
ZmMYB31 GRMZM2G050305 -1156 Represor

ZmMYB31 GRMZM2G050305 -1204 Represor
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Tabela 6 - Fatores de Transcricdo que interagem com elementos cis presentes na
regulatoria do gene ShF5H nas espécies de Saccharum (predicdo segundo TFDB e
PLANT PAN 3.0)

Fator de Transcricéo Locus Posicdo em Posicdo em Funcéo
(Ortologo em S. spontaneum  S. officinarum

Arabidopsis ou Milho)

AtMYB46 AT5G12870 -1326 -1393 Ativador
AtMYB83 AT3G08500 - -1629 Ativador
AtMYB52 AT1G17950 -1008 -1050 Ativador
AtMYB55 AT4G01680 - +72 Ativador
AtMYB61 AT1G09540 +1487 +1554 Ativador
AtMYB58 AT1G16490 -1485 -1552 Ativador
AtMYB63 AT1G79180 -1480;+5 +1547 Ativador
AINST-1 AT2G46770 - +1490 Ativador
AtWRKY-12 AT2G44745 +473;+728 +519 Represor
AtVND6 AT5G62380 e e Ativador
AtVNI2 AT5G13180 - e Represor
AtKNAT7 AT1G62990 -1135 -1177 Represor

ZmMYB31 GRMZM2G050305 -1267 -1306 Represor
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R2R3-MYB

Figura 9 — Analise filogenética dos fatores de transcricdo da familia R2R3-MYB,NAC,
WRKY, KNOX e AP2 de cana-de-acucar e seus homélogos em outros organismos. As
analises foram realizadas utilizando o programa ClustalX pelo método de
NeiborJoining com bootstrap =1000. A arvore foi visualizada pelo programa MEGA
5.05. As sequéncias homdlogas de Sorghum bicolor (Sb), Zea mays (Zm),
Brachypodium distachyon (Bd), Panicum virgatum (Pv), Oryza sativa (Os) Populus
trichocarpa (Pt), Arabidopsis thaliana (At) foram obtidas do Phytozome v12.1. As
marcacfes em cores mostram os clados filogenéticos formados. As sequencias
marcadas com circulos negros correspondem aos homaologos identificados para cada
fator de transcricdo em Saccharum spp. (cana-de-agucar).

NAC: ShNST1 e ShVNI2

No que respeita a familia NAC, tem sido descrito que em fibras de Arabidopsis a
regulacdo da deposicdo da SCW é governada por NST1, NST2 e NST3/SND1
(Cassan-Wang et al., 2013; Zhong et al., 2010a). Na arvore filogenética se observa
que o homologo de cana-de-acicar ShNST1 (SCSBST3096G06+ ctg75497) se

agrupou com sequencias caracterizadas de TFs de eudicotiledbneas e
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monocotileddneas envolvidas com a regulacao da deposicdo SCW, correspondentes
a AINST1/2/SND1(AtNST1, AT2G46770.1) (Mitsuda et al.,, 2005), PtNST1
(PtrWwWND2A; Potri.014G104800.1)(Zhong et al., 2011), PvNST1 (PvSWNZ2B;
Pavir.J21162)(Zhong et al., 2015), BANST1 (BdSW8; Bradi3g13727) (Valdivia et al.,
2013) e OsNST1 (OsSWN2; 0s08g02300) (Zhong et al., 2011), indicando com isto
que ShNST1 é um homodlogo com potencial funcdo de ativador master switch da
deposicao da SCW. De outro lado nos identificamos sequencias ndo caracterizadas
ortélogas de ShNST1 em Z. mays (ZmNST1;GRMZM2G092465) e S. bicolor
(SbNST1; Sobic.007G018100) mais préximas a ShNST1 do que aquelas sequencias
identificadas de ZmMSWN1 e SbNAM (Zhong et al., 2011; Wang et al., 2013).

Outro TF da familia NAC, identificado em cana-de-acucar foi o ShVNI2
(Sh_212D06_t000050) que se agrupou no mesmo clado com o AtVNI2. AtVNI2
interage com alta afinidade com VNDs, atuando como repressor transcricional da
diferenciacdo em vasos xilematicos, sendo Arabidopsis € o0 Unico organismo modelo
onde até momento este TF foi identificado e caracterizado (Kubo et al.,, 2005;
Yamaguchi et al., 2010). Para reforcar o hipotético papel de ShVNI2 como potencial
repressor transcricional incluimos na andlise filogenética sequéncias ortdlogas nao
caracterizadas de eudicotiledéneas e monocotileddbneas modelo que retornaram
usando como isca, 0 ShVNI2. PtVNI2 (Potri.001G061200.4), ZmVNI2
(GRMZM2G083347_T01), BdVNI2 (Bradi4g07527.1), PvVNI2(Pavir.Cb00769.1),
OsVNI2(0s129g29330.1) e SbVNI2 (Sobic.008G094700.1) se agruparam
proximamente a AtVNI2, indicando com isto uma possivel conservacdo funcional

deste TF entre eudicotiledbneas e monocotiledéneas, incluindo a cana-de-acucar.

ShWRKY12

AtWRKY12 pertence ao grupo llc da superfamilia de TFs WRKY que estd composta
de trés grupos (WRKY I, WRKYII e WRKY lll), classificada assim, sobre a base do
namero do dominios WRKY e nas caracteristicas dos seus motivos dedos de zinc
(Eulgem et al., 2000; Wang et al., 2011). Tem sido descrito que AtWRKY12 se
posiciona no nivel superior da rede hierarquica de A. thaliana e € um repressor da
deposi¢cao da SCW enquanto o silenciamento deste TF ocasionou espessamento da
parede celular em células parenquimaticas da medula com ectépica deposicédo de
lignina, xilano e celulose em eudicotiledéneas (Medicago e Arabidopsis) (Wang et al.,
2010). Aqui nés identificamos que ortélogo ShWRKY12 (Sh_226P19 t000020) em
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cana-de-acucar se associo de forma proxima com sequencias de eudicotiledéneas de
AtWRKY12  (AT2G44745) (Wang et al., 2010) e PtWRKY12
(PtWRKY19;Potri.014G050000.1)(Yang et al., 2016) e de monocotiledbneas
caracterizadas PVWRKY12 (PVWRKY; Pavir.Ga00648.1) e ZmWRKY12 (ZmWRKY;
GRMZM2G123387_T01) (Gallego-Giraldo et al., 2016;Rao et al., 2019) e aquelas n&o
caracterizadas usadas aqui, correspondentes, a BAWRKY12 (Bradi5g17395.2) e
SbWRKY12 (Sobic.006G166300.2). Expressdo ectdpica de PtWRKY19 de P.
trichocarpa, no mutante Atwrkyl2, resgatou suficientemente o fenétipo em células
parenquimaticas da medula (Yang et al., 2016). O silenciamento de AtWRKY12 em
Medicago sativa, P. virgatum e Z. mays produziu tanto aumento e/ou deposicao
ectdpica de células lignificadas no parénquima medular, como da biomassa e a sua
densidade, a excecao de P. virgatum, onde houve reducéo de biomassa, sugerindo o
papel deste TF como repressor da lignificacdo tanto em monocotiledoneas e
eudicotiledoneas (Gallego-Giraldo et al., 2016) incluindo portanto potencialmente a
ShWRKY12 em cana-de-acucar.

ShSHN1

O SHINE (SHINE/WAX INDUCER(SHN/WIN) tem sido considerado como regulador
da biossintese da SCW (Ambavaram et al., 2011; Liu et al., 2017). A familia de TFs
SHINE pertence a classe ETILENE RESPONSIVE FACTOR (ERF), que é um
subgrupo de APETALA2 (AP2), uma das maiores superfamilias de proteinas
regulatérias em plantas (Feng et al., 2005). Em Arabidopsis, o TF AtSHN2 é
considerado um master switch e foi descrito estar envolvido primeiramente na
regulacdo da biossintese de cutina/cera, tolerancia e seca (Aharoni et al., 2004). Mas
guando em O. sativa, 0 AtSHN2 foi super-expressso, resultou no aumento do
contetido de celulose (35%), diminuicao de lignina (45%) e alteracdo na razéo S/G
(Ambavaram et al., 2011). Aqui nés identificamos em cana-de-aglcar o homologo
ShSHN1 (Lécus 27034) que se associou proximamente a sequencias caracterizadas
de AtSHN (AtSHN2; At5g11190) (Aharoni et al., 2004) e ShSHN1 (MF537182)
(Martins et al., 2018) e com aquelas identificadas mas néo caracterizadas: OsSHN
(OsWR1; 0s029g10760) (Wang et al., 2012), PvSHN (PVERF002; Pavir.Aa02977.1)
(Wuddineh et al., 2015), PtSHN (Potri.018G131400.1)(Liu et al., 2017), SbSHN
(Sobic.004G084600.1), ZmSHN (GRMZM2G085678_T01) e BASHN
(Bradi3g07450.1). A sequéncia identificada aqui, ShSHN1 foi 100% idéntica no que
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respeita a homologia de sequéncia a ShSHN1(Martins et al., 2018). A super-
expresssdo de ShSHN1 de cana-de-agclucar em O. sativa, provocou um aumento de
biomassa (91-140%), contetdo de celulose(10-22%) e eficiéncia de sacarificacédo(5-
53%), assim como uma reducédo do conteudo de lignina (17-35%) e aumento da
razao S/G (53-106%) (Martins et al., 2018). Para nosso conhecimento até o momento
0s Unicos genes membros da familia de SHN que estdo associados com a regulagéo
da SCW para as eudicotiledéneas sdo AtSHN2 (Aharoni et al., 2004) e PsnSHN2
(Liu et al., 2017) e para as monocotiledoneas ShSHN1 (Martins et al., 2018) e
PVERF001(Wuddineh et al., 2015). Potri.018G131400.1 foi filogeneticamente mais
préoxima do que PsnSH2 de P. simonii X P. nigra (Potri.018G028000.1) a ShSHNL1.
Apesar de que o estudo de PVERFO0O0L1 foi focado para demostrar a regulacéo da
SCW, nao se observou alteracdo do conteudo de lignina nem da razao S/G, sendo
a funcado de PVvERFOO01 controversa, nos aqui observamos que PVERF002 foi mais
proximo a ShSHN1 e ShSHN1 (Martins et al., 2018).

ShKNAT7

Na classe Il da familia dos TFs Knotted-related homeobox (KNOX), o membro mais
estudado é KNAT7. Aqui nos identificamos e observamos que o homologo para
cana-de-acucar, ShKNAT7 (Icl|]SP803280 c97318 gl i2+ ctg30250) se agrupou
consistente com sequencias caracterizadas de AtKNAT7 (AT1G62990) e PtKNAT

(PoptrKNAT7; Potri.001G112200.1) (Li et al., 2012), OsKNAT7(
0s03g03164.1) (Wang et al., 2019; Yu, 2019) e outras sequencias nhao
caracterizadas de monocotiledéneas identificadas aqui: SbKNAT7

(Sohic.001G526200.1), ZmKNAT7 (GRMZM2G159431_T01) ,PVKNAT7
(Pavir.J39882.1) e BAKNAT7 (Bradilg76970.1). E importante destacar que a fungéo
de AtKNAT7 permanece ainda sem ficar clara, sendo que preliminarmente este TF
tem sido descrito como repressor da deposicdo da SCW e que o silenciamento
resulta em fibras interfasciculares e xilematicas mais robustas, mas paradoxalmente
no mesmo estudo, o mutante silenciado possui elementos de vasos com uma SCW
fina (Li et al.,2011,2012). Zhong et al.(2008), descreveram que houve reducéo da
espessura da SCW em mutante silenciado por repressao dominante, mas de outro
lado, foi encontrado que AtKNAT7 que afeta positivamente a biossintese de xilanos
(He et al., 2018). Estudos recentes demonstram que outro TF da Classe Il KNOX:
AtKNAT3 homologo a AtKNAT7 € um ativador transcricional que conjuntamente com
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AtKNAT7 podem formar um heterodimero, para promover a biossintese da SCW em
vasos xileméticos, e de outro lado AtKNAT3 atua simultaneamente de forma
antagbnica com AtKNAT7 para influenciar a formacédo da parede secundaria em
fibras interfasciculares, indicando com isto que AtKNAT7 tem funcdes complexas
com respeito a tipos de células especificos, assinalando que AtKNAT7 e AtKNAT3
regulam de forma sinérgica a biossintese de lignina (Qin et al., 2020; Wang et al.,
2020). Com respeito as monocotiledéneas o Unico homologo para este tipo de
plantas, caracterizado até o momento, € OskKNAT7, no qual foi verificado que possui
uma funcao conservada de represséo da deposicdo da SCW em relacao a AtKNAT?7,
mas foi evidenciando que a posi¢do de OsKNAT na rede transcricional € de méster
switch e interagindo com outros TFs, quando comparando com aquela de A. thaliana
,onde AtKNAT7 se posiciona no nivel inferior desta rede hierarquica (Wang et al.,
2019; Yu, 2019).

ShMYB46/83

O par redundante funcionalmente de TFs em Arabidopsis AtMYB46/83 (AtMYB46 e 0
seu pardlogo AtMYBB83), expressados especificamente em fibras e vasos, sao
considerados também master switches e hierarquicamente abaixo dos SWNs, e tem
sido também identificados como importantes reguladores da biossintese da parede
celular ativando genes da biossintese da celulose, lignina e xilano causando ectopica
deposicédo de SCW (Ko et al., 2009,2012; McCarthy et al., 2009; Wang & Dixon, 2012;
Kim et al., 2013). Aqui nos identificamos em cana-de-agtcar o homologo ShMYB46/83
(SCUTRZ3103F02 + Icl|SP803280 c78017 gl il) que se associou mais
proximamente com sequencias funcionalmente caraterizadas de eudicotiledéneas:
AtMYB46/83 (AtMYB46, AT5G12870.1) (McCarthy et al., 2009) e PtMYB46/83
(Ptr20,Potri.009G061500.1) (McCarthy et al., 2010; Zhong et al., 2013) e
monocotiledéneas caracterizadas: OsMYB46/83 (OsMYB46/83, 0s12g33070),
ZmMYB46/83 (ZmMYB46, GRMZM2G052606_T01), PvMYB46/83 (PvMYB46B,
Pavir.Ca02370.1) (Zhong, et al., 2011; Zhong et al., 2015) e n&o caracterizadas
SbMYB46/83 (Sobic.008G112200.1) e BdMYB46/83 (Bradi4g06317.1). Em
gramineas, os genes ortélogos de arroz, milho e Panicum: OsMYB46, ZmMYB46 e
PVMYB46A, respectivamente, sdo capazes de complementar mutantes de
myb46/myb83 de Arabidopsis, revelando uma conservacéo no controle da sintese da

parede celular em eudicotiledéneas e monocotiledéneas e portanto potencialmente
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em ShMYB46/83, identificado como homologo para estes master switches (Zhong, et
al., 2011; Zhong et al., 2015).

MYBs: Ativadores ou repressores especificos dos polimeros da SCW

Em Arabidopsis, uma bateria de TFs, controladas hierarquicamente pelas duas
camadas de master switches SWNs e MYB46/83, esta constituida principalmente
pelos TFs : MYB52, MYB54, MYB58, MYB63, MYB85 MYB55, MYB61, MYB103,
MYB69, MYB4, MYB32,SND2, SND3 e KNAT, envolve uma série de ativadores e
repressores transcricionais especificos, posicionados no ultimo nivel da rede,
desempenhando um ajuste fino da regulacao transcricional da deposi¢cdo da SCW,
sendo que dentro deste ultimo grupo de TFs, KNAT,MYB4 e MYB32 sao considerados
como repressores e 0s demais como ativadores (Cesarino et al., 2016; Rao & Dixon,
2018).

ShMYB31 e ShMYB42
Os sintélogos ZmMYB31 (GRMZM2G050305_T01) e ZmMYB42

(GRMZM2G419239 T01) sédo os repressores melhormente caracterizados nha
deposicdo da lignina em Z. mays, e tem sido descrito a sua fungdo em
monocotiledéneas como S. bicolor e O. sativa (Agarwal et al., 2016; Fornalé et al.,
2006, 2010; Sonbol et al., 2009) e em experimentos de expressado heteréloga em
cana-de-acucar (Poovaiah et al., 2016). Na arvore filogenética se observa que:
ShMYB31 (Sh_213J23 t000050) e ShMYB42 (Sh_241N24 t000050) se agrupou
consistentemente com ZmMYB3l1 e ZmMYB42 e outras sequencias de
monocotiledbneas; SbMYB31 (Sobic.002G279100.1), OsMYB31(0s09g36730.1
e SbMYB42 (Sobic.007G177100.1) e OsMYB42(0s08g43550), no seus clados
correspondentes, mas se observa que ortélogos em cana-de-aglcar estdo mais
proximos evolutivamente a AtMYB31 (AtMYB4;AT4G38620.1) do que AtMYB42
(AtMYB7; AT2G16720.1 (repressor da biossintese de flavonoides e inducido baixo
estrese por salinidade)) (Fornalé et al., 2014)) de A. thaliana. Tem sido descrito que
ZmMYB31 e ZmMYB42 sao filogeneticamente relacionados a AmMYB308,
AmMYB330, AtMYB4 e AtMYB32 todos eles ja caracterizados atuando como
repressores da biossintese de lignina, indicando com isto a potencial funcado de
ShMYB31 e ShMYB42 como repressores da deposicéo de lignina em cana-de-acucar
(Fornalé et al., 2006;Jin et al., 2000; Preston et al., 2004; Tamagnone et al., 1998).
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ShMYB85, ShMYB58/63, ShMYB61 e ShMYB52/54

Em Arabidopsis os pares de TFs com redundancia funcional correspondentes a:
AtMYB85, AtMYB58/63, AtMY52/54 tem sido descritos como reguladores especificos
de lignina, por que eles apresentam uma exclusiva ativagéo de todos os genes da rota
biossintética de lignina com excecdo de F5H (Zhao & Dixon, 2011; Zhong et al., 2008;
Zhou et al., 2009). De outro lado AtMYB61, sdo também reguladores positivos da
biossintese da SCW e portanto de lignina em Arabidopsis, tendo dentro do seus alvos
o TF repressor KNAT, a pectina metil metilesterase (AtPME) e AtCCoAOMT7, enzima
chave que dirige o braco da biossintese da Lignina G (Newman et al., 2004; Romano
et al., 2012). OsMYB61 € capaz de modular o conteudo de lignina nos feixes
vasculares ativando genes da lignina como CAD2, e promover a biossintese de

celulose (Hirano et al., 2013; Huang et al., 2015).

Noés identificamos para cana-de-agUcar, que o ortdlogo ShMYB58/63 (Sh_227K15
t000030) se associou com sequencias identificadas ou caracterizadas de
eudicotiledoneas: AtMYB58/63 (AtMYB63; Atlg79180) PtMYB58/63 (PtrMYB192;
Potri.007G067600.1) (Zhong et al., 2011; Zhou et al., 2009) monocotiledéneas:
ZmMYB58/63 (ZmMYB19; GRMZM5G833253_TO01)(Yang et al., 2017), OsMYB58/63
(Os02g46780) (Hirano et al., 2013; Noda et al., 2015), SbMYB58/63 (SbMYBG60;
Sobic.004G273800.1)(Scully et al., 2016), PvMYB58/63 (PvMYB58/63C;
Pavir.Aa01159.1) (Rao et al, 2019) e né&o caracterizadas BdMYB58/63
(Bradi5g20130.1), evidéncia que indica ao homélogo ShMYB58/63 como potencial
ativador especifico da biossintese de lignina em cana-de-acUcar.

Foi identificado em cana-de-acucar, o homoélogo ShMYB85 (Sh_250M06_t000170)
como potencial ativador especifico da deposicédo desde que se agrupou proximamente
a sequéncias caracterizadas ou identificadas de eudicotiledéneas: AtMYB85
(AtMYB85,AT4G22680) (Zhong et al., 2008), PtMYB85 (PtrMYB92;
Potri.001G118800.1) (Zhong et al., 2011) e monocotiledbneas: OsMYB85
(OsMYB42/85; 0s09g36250.1) (Hirano et al., 2013), ZmMYB85 (Zm152;
GRMZM2G104551 T03) (Zhang et al., 2016), PvMYB85 (PvMYBA42/85B,;
Pavir.Ba01239.1) (Bhatia et al., 2019). De outro lado ShMYB85 se posicionou
proximamente a sequéncia de monocotiledoneas identificadas BdMYB85
(Bradi4g36210.1) e SbMYB85 (Sb02g030900) como descrito por Rao et al. (2019).
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Outro potencial ativador da deposi¢cédo da SCW e da biossintese de lignina, identificado
aqui para cana-de-agucar foi o homdlogo ShMYB61 (Locus 5776). A arvore
filogenética indica que ShMYB61 se agrupou com as sequencias de homélogos
caracterizadas de AtMYB61 (AtMYB61, AT1G09540) (Newman et al., 2004; Romano
et al., 2012) e OsMYB55/61 (OsMYB55/61; Os01918240.1) (Hirano et al., 2013;
Huang et al., 2015), sendo até o momento os Unicos organismos onde este TF foi
identificado e  caracterizado. Apesar de que as sequencias de:
PtMYB61(Potri.014G111200.2),ZmMYB61(GRMZM2G127490_T01),SbMYB61(Sobi
c.003G136600.1),PvMYB61(Pavir.Eb01178.1) e BdMYB61 (Bradi2g11080.1) n&o
foram identificadas, nés incluimos estas na analise filogenéticas e se agruparam
proximamente no mesmo clado, quando usando como isca a ShMYB61, reforcando a

provavel funcéo de ativador da SCW por parte deste TF em cana-de-acucar.

Como mencionado acima, AtMYB52/54 (AtMYB52, AT1G17950) foi descrito como
outro ativador de lignina e da SCW em Arabidopsis (Zhong et al., 2008), mas até o
momento, em nenhum organismo modelo em eudicotiledbneas nem em
monocotiledéneas este homodlogo foi identificado ou caracterizado. Aqui
identificamos em cana-de-acucar, o homélogo ShMYB52/54 (Lécus 4916), usando
como isca AtMYB52/54. Para reforcar o hipotético papel de que ShMYB52/54 € um
potencial ativador de lignina em cana-de-acucar incluimos na andlise filogenética
sequencias ortdlogas ndo caracterizadas de eudicotileddneas e monocotiledéneas
modelo que retornaram usando como isca ShMYB52/54: PtMYB52/54
(Potri.015G033600.1), SbMYB52/54 (Sobic.001G110900.1),
ZmMYB52/54(GRMZM2G455869 TO01), PvMYB52/54 (Pavir.J14418.3) e
BdMYB52/54 (Bradilg10470.1), observando que estas sequencias se agruparam
proximamente a AtMYB52/54 e ShMYB52/54.

E importante assinalar que quando usando como iscas dos TFs: MYBs e NACs de
Arabidopsis: AtMYB58, AtMYB63, AtMYB42, AtMYB85, AtMYB52, AtMYB54,
AtMYB55, AtMYB61, AtMYB46, AtMYB83, AtNST1, AtNST2 e AtNST3/SND1 eles
retornaram como um sé clone para cana-de-agucar, sendo representados neste
estudo como: ShMYB58/63, ShMYB85 ShMYB52/54, ShMYB61, ShMYB46/83 e
ShNST1 respectivamente, isto mesmo foi observado no trabalho de Brito et al. (2015)
s6 para o caso de ShMYB58/63, ShMYB46/83 e ShNST1-2. Apesar da

representativa cobertura no sequenciamento do genoma de cultivares hibridos cana-
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de-acucar em varios bancos de dados principalmente o do SUCEST, CTBE,
Sugarcane Lignin RNA-seq Database e ultimamente o Sugarcane Genome Hub
(SGH), possivelmente nédo tenha-se sequenciado outros genes expressando esses
TFs mencionados acima. Outra possibilidade é que um gene so codifica para cada
uns desse genes, apresentando redundancia funcional, como o observado em
Arabidopsis para AtNST1/NST2/SND1 (Mitsuda et al. 2005; Zhong et al.2007),
AtMYB46/83 (McCarthy et al. 2009), AtMYB58/63 (Zhou et al. 2009) e AtMYB52/54
(Zhong et al.2008). O sequenciamento completo do genoma da cana-de-agucar

pode lancar luz sobre estas hipoteses (Brito et al.2015).

2.3 Perfil de expressédo dos genes e fatores de transcricado relacionados a

biossintese de lignina em espécies de Saccharum

Perfil de expressédo de genes da rota biossintética de lignina em espécies de

Saccharum

Os genes da rota biossintética de lignina, sequenciados e identificados nos parentais
foram analisados por gPCR para melhor entendimento do controle genético. Na figura
10, de forma geral, os genes foram mais expressos em S. spontaneum para C4H,
4CL, C3H, CCoAOMT A e B, CCR e F5H. S. officinarum teve maior expresséo, no
geral, para os genes HCT, COMT e CAD B. O gene CAD A teve um padrédo misto,
mas maior expressao em folha jovem e madura. Os internddios 3° e 5° apresentaram
diferenga quando na cortex e medula. C4H foi mais expresso na medula do que no
cortex para S. officinarum e teve queda quando comparado em S. spontaneum. 4CL
ndo apresentou diferenca nos internddios 3° para coértex e medula em ambas as
espécies, mas teve queda no internddio 5° para S. officinarum e aumento para S.
spontaneum. HCT teve aumento de expressao em ambas as espécies para cortex do
internddio 3° e para coértex do internddio 5° e menor expressao geral quando
comparamos coértex para medula, mas um aumento de medula 3° para 5° em S.
officinarum. C3H quando analisada em todos os tecidos entre as espécies, fica claro
uma maior expressao em S. spontaneum do que em S. officinarum. Além disso, uma
maior expressdo em cértex do internédio 3° do que na medula do internddio 3°.
CCoAOMT A tem maior expressdao em coOrtex e medula para interndédio 5 do que
internodio 3°. Entretanto, € mais expresso na medula (P3 e P5) do quem cortex para
S. officinarum e o oposto é observado em S. spontaneum. CCoOAOMT B manteve a
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expressao em cortex internddio 3° e um leve aumento entre medula 3° para 5° em S.
officinarum e em S. spontaneum é mais expresso em tecidos do internédio 5° do que
3°. CCR tem destaque pela expressao relativamente maior em cortex e medula do
internodio 5° em S. spontaneum. Em S. officinarum a expresséo é menor em todos 0s
tecidos e possui uma maior expressao em coértex internédio 5° do que cortex internddio
3°. Dentre os genes analisados, foi um dos mais expressos da via biossintética de
lignina, acompanhado da COMT. S. officinarum n&o apresenta mudanca de expressao
entre cortex e medula para os internddios 3° e 5° para F5H, mas uma maior expressao
em S. spontaneum em cortex e medula do internédio 5°. COMT foi o gene mais
expresso dentre os analisados nos parentais de cana-de-acglcar, destacando-se a
maior expressao na medula do internddio 5° para ambas as espécies. CAD A
apresenta um padrao mais especifico de folhas jovens e madura, baixa expressdo em
raiz e maior expressdo na medula para os internodios 3° e 5° quando comparados
com a cortex, respectivamente de cada internédio. CAD B em S. officinarum
apresenta, entre todos os internddios nesta espécie, uma maior expressao em cortex
internédio 5°. Em S. spontaneum temos uma maior expressdo nos tecidos do
internédio 5° quando comparados com o internddio 3°, tanto cértex quanto medula,
respectivamente. Interessante ressaltar que os mesmos genes apresentam padrao de
expressdo distintos nos diferentes parentais. Isso revela um padrdao complexo e
distinto no controle da via biossintética de lignina. Os genes CCR e COMT merecem
destaque pela maior expressao; 4CL e F5H por terem um padrdo de aumento em
tecidos mais desenvolvidos; C3H e CCR pela maior expressdo especifica em S.

spontaneum; CAD B por ser mais expressa especificadamente em S. officinarum.
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Figura 10 — Perfil de expressdo dos genes da via biossintética dos monolignois
analisados por qRT-PCR em espécies de Saccharum em relacdo ao gene de
referéncia GADPH. YL= Folha Jovem, ML= Folha Madura, R3= cortex do internédio
3°, R5= cortex do internodio 5°, P3= medula do internédio 3°, P5= medula do
internodio 5° e R= Raiz. Letras diferentes indicam diferencias significativas na
expressao relativa do gene entre os tecidos de um mesmo genétipo. As medias foram
comparados pelo teste de Willcoxon, p<0.05. As barras verticais indicam o desvio
padrdo das medias de triplicatas bioldgicas independentes.
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Perfil de expressdo de fatores de transcricdo (TFs) e a sua relagcdo com a
biossintese e deposicado de lignina em espécies de Saccharum

Com a informagdo obtida acima, usamos as sequencias dos TFs ortélogos
identificados para cana-de-acUcar, pertencentes a rede regulatéria da biossintese da
SCW, para ser analisados por RT-gPCR em ambas as espécies (Figura 11), com o
objetivo de ter um melhor entendimento do controle genético e uma ideia preliminar
sobre a sua possivel relacdo com a deposic¢ao e biossintese de lignina em um tecido
em particular e nas espécies. A expressao dos TFs identificados em cana-de-acgucar,
foi dependente do tecido e do parental em estudo. De forma geral, indistintamente da
regido espacial (cértex ou medula) houve um aumento da expresséao do internddio 3°
para 5° para ambas as espécies. O cortex (R) e a medula (P) dos internddios 3° e 5°
apresentaram maior expressado quando comparando com as folhas jovens, maturas e
raizes, com algumas excecdes para determinados TFs em ambas as espécies (Figura
11). Destacamos que entre as espécies houve um padrédo especifico de expressao
para um TF em particular, com relacdo a regido espacial do internédio 5°, assim
ShMYB85 e ShMYB58/63 foram mais expressos no R5 de S. officinarum e no P5 em
S. spontaneum dando indicacdo da funcédo conservada destes TFs entre grupo de
plantas como ativadores da deposicédo de lignina (Hirano et al., 2013; Scully et al.,
2016; Noda et al., 2015; Rao et al., 2019; Bhatia et al., 2019; Zhou et al., 2009; Zhong
et al., 2008). Um padrdo comum se observou para ShNST1, ShVNI2 e ShKNAT,
ShMYB42 desde que em ambas espécies a expressao destes TFs foi maior na R5 e
de outro lado, ShMYB61, ShMYB46/83, ShMYB31 e ShWRKY12 tiveram maior
expressdo em P5 em ambas espécies, observando-se curiosamente que para cada
uma das regibes do internédio 5°, houve expressdo misturada do repressores e
ativadores, possivelmente como um mecanismo de ajuste fino da deposi¢cao da SCW
(Rao & Dixon, 2018). ShMYB52/54 foi constitutivo desde que n&o houve diferencas
entre R5 e P5 em S. officinarum, mas em S. spontaneum houve maior expressao em
R5. ShSHN1 em S. officinarum foi mais expresso em R5, enquanto ShSHN1 em S.
spontaneum n&o apresentou diferencas entre R5 e P5. Indistintamente da regido
espacial do internddio 5° e da espécie, o ativador especifico de lignina: ShMYB85
merece destaque pela maior expressdo dentro de todos os TFs avaliados aqui.
ShMYB85 foi mais constitutivo em S. spontaneum desde que uma variacao entre R5
e P5, ndo foi muito evidente, quando comparando com S. officinarum onde houve uma

maior expressao no R5, o que tem coeréncia desde que o padrdo espacial de
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densidade de fibras e vasos xilematicos € contrastante entre os parentais (Llerena et
al., 2019). De forma contraria ao encontrado em ShMYB85, ShSHN1 e ShWRKY12
foram encontrados a ser os menos expressos entre todos os TFs avaliados aqui, 0
gue indica o papel conservado destes TFs como masters switches, repressores da
SCW entre monocotiledoneas e eudicotileddneas (Wang et al., 2010;Yang et al., 2016;
Gallego-Giraldo et al., 2016; Rao et al., 2019; Ambavaram et al., 2011; Martins et al.,
2018; Liu et al.,, 2017). A expressao do ShMYB31 homodlogo filogeneticamente
proximo do repressor especifico de lignina em Z. mays (Agarwal et al., 2016; Fornalé
et al.,, 2006, 2010; Sonbol et al., 2009) apresentou um perfil comum em ambas
espécies sendo que a maior expressao destes TFs foi maior para o P5 o que pode ter
sentido desde que a coOrtex tem mais fibras e vasos do que na medula (Llerena et al.,
2019). Este perfil de expressdo dos TFs encontrados no internodio 5° das espécies,
possivelmente indica que os distintos TFs tem similares fun¢des, mas sao controlados

de forma diferente e que dependem do parental e do tecido (cortex e medula).
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Figura 11 — Perfil de expressao de TFs relacionados com a regulagdo da deposicéo
de SCW, analisado por gRT-PCR em espécies de Saccharum em relacdo ao gene de
referéncia GADPH. YL= Folha Jovem, ML= Folha Madura, R3= coértex do internédio
3°, R5= cértex do internddio 5°, P3= medula do internédio 3°, P5= medula do
internddio 5° e R= Raiz. Letras diferentes indicam diferencias significativas na
expressao relativa do gene entre os tecidos de um mesmo genotipo. As medias foram
comparados pelo test pos-hoc de Willcoxon, p<0.05. As barras verticais indicam o
desvio padréo das medias de triplicatas bioldgicas independentes
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Uma analise de correlacdo de Pearson foi desenvolvida com o intuito de encontrar
possiveis relacdes entre o perfil de expressédo dos TFs identificados, a deposicéo de
lignina (conteudo e composicdo) e genes da biossintese de lignina nas espécies de
Saccharum usando para cada uns destes parametros as mesmas amostras (7 tecidos)
(Figuras 12 A e B). Os TF homoélogos identificados em cana-de-acucar considerados
como masters switches regulando positivamente a deposicdo da SCW: ShNST1 e
ShMYB46/83 apresentaram uma correlagdo do contetdo de lignina e S/G de: 0.45;
0.52 e -0.25; 0.19, respectivamente em S. officinarum e de outro lado a correlagao foi
de: -0.12; -0.28 e 0.86; 0.32, respectivamente em S. spontaneum, sugerindo um papel
mas especifico na deposicdo de lignina por parte de ShNST1 em S. officinarum e
ShMYB46/83 em S. spontaneum. Dentro dos grupos dos ativadores especificos da
deposicao de lignina, é importante destacar que os TFs homadlogos identificados em
cana-de-acucar. ShMYB85, ShMYB58/63 foram os que tiveram a maior correlacdo
positiva no contetido de lignina e razdo S/G: 0.67; 0.97 e 0.78; 0.71, respectivamente
em S. officinarum e 0.72; 0.80 e 0.8; 0.93, respectivamente em S. spontaneum. Em
concordancia com a razao S/G, ShMYB85 e ShMYB58/63 tiveram valores altos de
correlagcdo com a expressao de F5H em S. officinarum : 0.93; 0.61, respectivamente
e S. spontaneum 0.92; 0.76, respectivamente, indicando uma possivel modulacao
direta por parte desses TFs na biossintese de F5H que dirige o braco que leva a
biossintese da lignina S nos parentais, operando de forma distinta a Arabidopsis onde
a regido regulatéria de F5H ndo possui motivos AC para a ligacao destes TFs, sendo
descrito que a abundancia de transcritos da F5H é governada por SND1 e MYB103
(Ohman et al., 2013; Zhao et al., 2010). As observacdes aqui apresentadas no que
respeita aos parentais tem sido descritas consistentemente nos estudos em
monocotileddneas tais como : Z. mays, B. distachyon, P. virgatum e S. bicolor (Bhatia
et al., 2019; Rao et al., 2019; Scully et al., 2016). Para os homélogos repressores
especificos da biossintese de lignina de Z. mays (Agarwal et al., 2016; Fornalé et al.,
2006, 2010; Sonbol et al., 2009), identificados em cana-de-acucar: ShMYB31 e
ShMYBA42, foi encontrado uma correlagéo para o conteudo e composi¢ao de lignina
de: 0.08; 0.41 e 0.75; 0.59, respectivamente em S. officinarum e 0.82; 0.92 e -0.07 e
0.05, respectivamente em S. spontaneum, indicando uma possivel divergéncia
funcional entre estes sintélogos nas espécies, sendo ShMYB31 um repressor em S.
officinarum e em S. spontaneum, ShMYB42. Outros homologos identificados em

cana-de-agucar, como repressores relacionados também com a deposicédo da SCW
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que nao pertencem a familia MYB: ShWRKY12, ShKNAT e ShSHN, apresentaram
pelo menos para uma das espécies uma correlacdo negativa ou baixa correlacdo no
que respeita ao conteldo e composicdo de lignina, assim em destaque ShSHN1
homolégo de AtSHN2 apresentou correlacbes negativas de -0.79; -0.62,
respectivamente para S. officinarum e -0.79 e -0,2, respectivamente para S.
spontaneum, além disso foi observado para todos os genes de lignina de ambas
espécies uma muito baixa ou negativa correlacdo com o contetdo e a razdo S/G.
Estas correlacbes para o homdlogo repressor ShSHN1 identificado aqui, podem
indicar uma potencial funcionalidade conservada entre monocotiledoneas e
eudicotiledoneas desde que foi observado que a super-expresssao de SHN de cana-
de-agucar em O. sativa, assim como também a de PsnSH2 em P. simonii X P. nigra
provocou reducdo do contetudo de lignina e genes da biossintese deste polimero
(Martins et al., 2018; Liu et al., 2017). Controversamente a estas observacdes outro
homologo de AtSHN2 em P. virgatum: PVERF001, foi focado para demostrar a
regulacdo da SCW, mas ndo se observou alteracdo do conteudo de lignina nem da
razdo S/G (Wuddineh et al., 2015). ShWRKY12 teve uma baixa correlacdo de 0.13;
0.24, respectivamente em S. officinarum, indicando uma conservacéao da funcdo como
repressor. Em S. spontaneum uma alta correlacdo 0.94; 0.78, respectivamente foi
observada. Apesar de que ShWRKY12 em S. spontaneum apresentou elevados
coeficientes, para ser considerado como repressor, observamos correlacdes baixas e
negativas para genes SsC3H (0.03), SsC4H (-0.49), SSCCoAOMT2 (CCoAOMT A)
(0.09) e SSHCT (0.00). Para ShKNAT7 se observa que ambas espécies possuem um
similar coeficiente de correlacéo, relacionado ao contetdo de lignina (0.5-0.53) porém
estas diferem na razéo S/G, sendo que em S. officinarum e S. spontaneum houve uma
alta e baixa correlacado (0.97 e 0.07, respectivamente). Uma plausivel explicacao pode
estar ligada a enzimas que governam a biossintese da braco S da biossintese de
lignina desde que em S. officinarum houve um alto coeficiente no que respeita a
SoCOMT e SoF5H (0.65, 0.97, respectivamente) em relacdo a SSCOMT e SsF5H (-
0.13 e 0.62, respectivamente) de S. spontaneum. AtVNI2 interage com alta afinidade
com VNDs, atuando como repressor transcricional da diferenciacdo em vasos
xileméticos (Kubo et al., 2005; Yamaguchi et al., 2010). ShVNI2 identificado em cana-
de-acucar, apresentou um similar coeficiente para conteudo de lignina e maior para a
composicao de lignina em S. spontaneum do que S. officinarum (0.49; 0.62 e 0.67;

0.99, respectivamente), correlacdo que teria uma possivel explicacdo desde que os
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genes que dirigem o braco G da biossintese de lignina: ShCCoAOMT2 (CCoAOMT A)
e ShCCoAOMT1(CCoAOMT B) tiveram uma correlacdo menor para S. officinarum do
que S. spontaneum (0.5; 0.34 e 0.85; 0.94, respectivamente), influindo na correlacao

observada a razdo S/G nas espécies.
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Figura 12 — Andlise de correlacéo de Pearson entre dados do perfil de expresséo dos
TFs identificados, a deposi¢cdo de lignina (conteddo e composi¢do) e genes da
biossintese de lignina nas espécies de Saccharum sendo todos avaliados nas
mesmas amostras correspondentes a 7 tecidos. Os dados variam desde 1 (100% de
positiva correlacdo- azul escuro) até -1(100% de negativa correlacdo- vermelho
escuro). O valor de 0 indica nenhuma relagéo.
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2.4 Analise de componente Principal (PCA)

Foi feita uma andlise de componente principal (PCA) para simplificar as tendéncias e
verificar possiveis agrupamentos entre a expressao de TFs, genes de biossintese de
lignina e parametros metabdlicos (razdo S/G e conteudo de lignina) para cada uma
das espécies de Saccharum, e revelar as variaveis mais importantes para cada
agrupamento em apenas dois componentes (dimensdes) que resumem todas as
variaveis avaliadas. A analise de componente principal (PCA) para todos os
pardmetros é apresentado na figura 13. Para S. officinarum, o primeiro (PCi) e o
segundo (PC2) componente, representaram o 53.24 % e 37.12% da total variacao,
respectivamente. (Figura 13A). Para S. spontaneum, os dois componentes
representam o 85.3% do total da variabilidade dos dados, com o PCi e o PC2
representando 57.43% e 27.87% da variabilidade, respectivamente (Figura 13B).
Tanto em S. officinarum como para S. spontaneum os parametros e a distribuicdo das
variaveis no PCi revelam em destaque que o homologo repressor da deposicao da
SCW maéster switch: ShSHN1 se agrupou de forma distante com os parametros de
dois clusters relacionados de contetdo de lignina, razdo S/G, e a expressdo dos
restantes TFs e genes da biossintese de lignina avaliados, reforcando as tendéncias
encontradas nos baixos ou negativos coeficientes de correlacdo de Pearson,
evidenciando a este TF homdélogo como um potencial repressor da deposicdo de
lignina nas espécies de Saccharum. No que respeita ao PC2 em S. officinarum se
observa um cluster que contem TFs repressores como ShWRKY12, ShMYB31, o
ativador méster switch ShMYB46/83 e o ShMYB61 associando-se com 0sS genes:
SoCAD A (ShCADS8), SoOCCoAOMT A (ShCCoAOMT?2), SoC3H e SoCOMT indicando
que os TFs e genes mencionados preferencialmente possuem maior expressao no
P5, regido espacial do internddio 5 de S. offcinarum com menor proporcao de fibras e
vasos xilematicos e portanto com menor contetdo de lignina em relacdo a R5 (Llerena
et al.,, 2019). O gene mais expresso da rota biosintética SoCCoAOMT B
(ShCCoAOMT1) teve uma relagdo distante com ShSHN1 coerente com a correlacao
de P5. Outro cluster se agrupou de forma separada onde podemos destacar a inclusao
de trés grupos proximamente relacionados entre si e definidos pelo conteudo de
lignina acetil bromide, razéo S/G, e os TFs ativadores especificos de lignina ShMYB85
e ShMYB58/63, novamente coincidindo com as tendéncias encontradas nas

correlagdes de Pearson. A razdo S/G se relacionou com o ativador ShMYB52/54, os
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repressores ShVNI2, ShKNAT, SoC4H e interessantemente com o SoF5H. De outro
lado o conteudo de lignina se associou proximamente com o ativador ShMYB85,
SoHCT, SoCCR e um dos genes mais expressos da rota biossintética de lignina:
S04CL. ShMYB58/63 se agrupou com o0 SOCAD B (ShCAD2), ShNST1 e ShMYB42.
Curiosamente os TFs envolvidos neste cluster e os genes da rota biossintética da
lignina foram mais expressos em R5, onde existe maior proporc¢éo de fibras e vasos e
maior conteudo de lignina (Llerena et al., 2019). O gene mais expresso da rota
biosintética: SOCCoAOMT B (ShCCoAOMT1) teve uma relacéo distante com ShSHN1
coerente com a correlacdo de Pearson. No que respeita ao PC2 em S. spontaneum
se observou um cluster, onde os TFs: ShNST1, ShMYB42, ShMYB52/54, ShKNAT7
e ShVNI2 se associaram com SsC4H, SsHCT, SSCCoAOMT A (ShCCoAOMT2),
SsC3H e SsF5H, respectivamente. Os mencionados genes foram expressos
principalmente em R5 que de acordo com o conteudo de lignina acetil bromide em S.
spontaneum € menor do que o P5. Outro cluster se agrupou de forma separada
incluindo trés grupos, dos quais, dois foram proximos: ShMYB85 que se relacionou
proximamente com alguns genes mais expressos em S. spontaneum: SsCCR,
SsCCoAOMT B (ShCCoAOMT1), Ss4CL assim como com SsCAD A (ShCADS8) e
SsCAD B (ShCAD2) e em destague ShMYB58/63 se associou com a razdo S/G o
conteudo de lignina, com o gene SsCOMT e com ShMYB31. Os componentes dos
grupos onde ficaram inclusos ShMYB85 e ShMYB58/63 apresentaram de moderadas
a altas correlacbes na analise de Pearson. Um terceiro grupo mais disperso no que
respeita aos seus componentes envolveu aos TFs: ShMYB46/83, ShMYB61 e o
homologo repressor ShWRKY12. Neste cluster os TFs e genes da rota biossintética
em S. spontaneum foram mais expressos em P5, que segundo o contetdo de lignina

acetilbromide avaliado este tecido foi mais lignificado do que R5.



PC, (37.12%)

99

PC, (53.24%) PC4 (57.43%)

Figura 13 — PCA do metabolismo em espécies de Saccharum. Graficos de variaveis
de correlacdo de 11 genes da rota biossintética de lignina, 12 TFs reguladores da
biossintese da parede celular (R2R3-MYB, NAC, WRKY, KNOX e AP2), contetdo de
lignina e razdo S/G de 7 tecidos de (A) S. officinarum e (B) S. spontaneum. NUmeros
em paréntese correspondem ao porcentual de variagdo explicado pelo primeiro e
segundo componente principal. As cores do texto indicam o algoritmo de agrupamento
de médias usado para classificar as variaveis em 3 grupos.

2.5 Modulacédo da deposicédo e de genes da rota da biossintese de lignina

por Fatores de transcricdo em espécies de Saccharum

Os dados correspondentes ao perfil transcricional dos genes da biossintese de lignina,
arazado S/G e o conteudo de lignina acetilbromide de amostras de 7 tecidos em ambas
espécies de Saccharum foram usados com os dados de expressao dos TFs
relacionados com a regulacdo da SCW para desenvolver uma analise de rede
Bayesiana, com o intuito de encontrar evidéncias de possiveis interacdes entre os TFs
e 0s parametros anteriormente mencionados (Figura 14) Distintas interacdes
resultaram da analise, observando em alguns casos interacdes entre genes, outros
conectando genes e dados bioguimicos, ou mesmo com os tecidos analisados. Assim,
interessantemente podemos indicar que o parametro relacionado ao conteudo lignina
acetiloromide apresentou uma positiva relagdo com o gene 4CL (um dos mais

expressos nas ambas as espécies), que € um gene chave na ativacao dependente de
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CoA do acido cafeico, ferulico e sinapico. 4CL teve também interacdo positiva
somente com os ativadores especificos da deposicdo de lignina: ShMYB85 e
ShMYB58/63. Em destaque, na rede Bayesiana se observa que ShMYB85 ocupa um
lugar central na rede Bayesiana desde que interage de forma positiva com a maioria
dos genes da biossintese de lignina: C3H, CAD B (CAD2), CCR, CCoAOMT A
(ShCCoAOMT2), F5H e HCT e como mencionado acima foi constitutivo na sua
expressao no que respeita a R5 e P5 em S. spontaneum (genétipo mais lignificado).
A interagcdo observada aqui entre F5H e ShMYB85 é consistente com o descrito em
P. virgatum (Rao et al., 2019). De outro lado ShMYB58/63 se correlacionou
positivamente com CCoAOMT B (ShCCoAOMT1), CCR e interessantemente com
COMT, como descrito para S. bicolor (Scully et al., 2016) e P. virgatum (Rao et al.,
2019). Além disso ShMYBS85 interacionou positivamente com os ativadores:
ShMYB58/63 e ShMYB52/54 e o repressor ShKNAT7 revelando uma possivel
interacdo destes TFs para um ajuste fino na regulacéo da deposicao de lignina nas
espécies de Saccharum (Rao & Dixon, 2018). ShMYB61 apresentou uma interacao
negativa com ShMYB85 e positiva com ShKNAT. Em Arabidopsis AtKNAT7 tem sido
descrito que é alvo de AtMYB61, mas ndo de AtMYB85 (Romano et al., 2012). MYB61
em Arabidopsis tem sido considerado como um regulador transcricional que permite
a alocacao dos recursos da planta inteira em tecidos de armazenamento (Li et al.,
2012; Romano et al.,, 2012) o que permitiria explicar plausivelmente sua maior
expressdo em P5, que constitui o tecido de reserva nos parentais. O repressor
ShMYB31 se correlacionou positivamente com ShVNI2 (por ser repressores da SCW
e com ShMYB61 por a maior expressdo em M5). P5 teve uma interacao positiva com
ShMYB31, ShWRKY12 e ShMYB46/83 desde que este TFs em ambas as espécies
tiveram a maior expressao neste tecido. De forma contraria também para ambas as
espécies, houve correlacdo positiva entre R5 e ShNST1, ShMYB42 e ShVNI2 desde
gue foram mais expressos nesse tecido. Tecidos como R3 e P3 menos lignificados
gue R5 e P5 se correlacionaram positivamente com a expressdo dos potenciais
repressores em cana-de-agucar, como ShSHN1 e ShKNAT, respectivamente. A
interacdo encontrada entre o padrdo de expressao de ShSHN1 e R3/P3 onde o
processo de lignificagcdo e ainda incipiente (Llerena et al., 2019) foi também
encontrado em tomate (SISHN) onde a maior expressao foi detectada na cortex em
estagios iniciais de desenvolvimento da fruta (Mintz-Oron et al., 2008), enquanto em

Arabidopis a expressado de AtSHNL1 foi detectado em tecidos jovens como pétalas de



101

botdes muito jovens, fechados e no gineceu em desenvolvimento (Aharoni et al. 2004),
portanto é possivel inferir que a expressao de SHN esta positivamente correlacionada
com tecidos jovens em diferente grupos de plantas. R3 interagiu positivamente com o
repressor e o ativador master switch ShSHN e ShNST1, respectivamente, indicando
possivelmente esta correlacdo que a deposicdo da SCW em R3 e regulada por estes
TFs em um ajuste fino. Curiosamente R3 interage positivamente com C3H e
CCoAOMT A (ShCCoAOMT2) devendo indicar que n&o todas as interagbes
encontradas aqui sado suportadas pela literatura. As raizes tiveram uma interacao
positiva com C4H, HCT e com o TF ShMYB42 que retornou como homologo do
repressor ZmMYB42. O homologo ShMYB42 identificado em cana-de-acucar teve
maior proximidade filogenética com AtMYB42 (AtMYB7) de A. thaliana (que € um
repressor da biossintese de flavondides e induzido por estresse salino), portanto
inferimos que a relacdo encontrada indica que ShMYB42 regularia negativamente os
genes que alimentam a rota das substancias flavonoéides dirigindo metabdlitos a rota
biossintética da lignina (Fornalé et al., 2014). ML (folha velha) se correlacionou
positivamente CAD A (ShCADS) e o repressor de masters switch: VNI2, enquanto YL
(folha nova) s6 com este ultimo TF. CAD A (ShCADS) foi 0 gene da rota biossintética
da lignina mais expresso no que respeita nas folhas de ambas espécies quando
comparando com o0s outros tecidos em estudo e de outro lado parece coerente a
associacdo com VNI2 (AtVNI2 interage com alta afinidade com VNDs, atuando como
repressor transcricional da diferenciacdo em vasos xilematicos (Kubo et al., 2005;
Yamaguchi et al., 2010) desde que as folhas sao tecidos menos lignificados do que
os internodios. S. officinarum apresentou uma positiva interacdo com CAD B
(ShCAD2) e negativa com F5H, isto é plausivel desde que a expressdao de CAD B
(ShCAD?2) foi exclusiva deste parental e em F5H foi residual quando comparando com
S. spontaneum. Foi encontrado que S. spontaneum interagiu positivamente com C3H
e negativamente com ShNST1, relagédo que tem légica desde que a expressao de C3H
foi exclusiva deste gendtipo frente ao observado em S. officinarum e porque a

expressdo ShNST1 neste parental foi maior em S. spontaneum.
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Figura 14 — Rede Bayesiana correspondente a expressao de fatores de transcri¢éo
(TFs) relacionados com a regulacdo da parede celular secundaria, genes da
biossintese de lignina, e o contetdo de lignina acetilbromide de amostras de 7 tecidos
em ambas as espécies de Saccharum. YL e ML (folha nova e velha). R3; R5 e P3; P5,
corresponde a coOrtex e medula do terceiro e quinto internddio, respectivamente.
R(raiz). O circulo em vermelho indica o contetdo de lignina. Sof e Spo, indicam: S.
officinarum e S. spontaneum. Os genes relacionados a biossintese da lignina sao:
cinamato 4-hidroxilase (C4H), 4-hidroxicinamoil CoA ligase (4CL), hidroxicinamoill
CoA: shiquimato/quinato hidroxicinamoiltransferase (HCT), p-coumarato 3-hidroxilase
(C3H), cafeoil-CoA O-metiltransferase (CCoAOMT A e B), cinamoil-CoA redutase
(CCR), ferulato 5-hidroxilase (F5H), cafeato O-metiltransferase (COMT) e cinamil
alcool desidrogenase (CAD A e B). Nas redes obtidas, foi assumido que a expressao
de genes pode depender de condi¢bes (caracteristicas genéticas, morfoldgicas e
bioguimicas), mas ndo o contrario. Além disso, a orientacdo das interacdes
regulatorias foi inferidas. Foi considerado os dados quantitativos de PCR como
variaveis continuas e outros dados (genotipo, tipo de tecido, razdo S/G, conteudo de
lignina) como variaveis discretas. Para os TFs, os nomes dos genes identificados para
0s parentais foram baseados em sequencias caracterizadas de Arabidopsis thaliana
e Zea mays.
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2.6 Transativacédo de Protoplastos

Depois de analisar os resultados correspondentes a correlagdo de Pearson, analise
de componente principal (PCA) e de redes Bayesianas que foram desenvolvidos com
dados de expressdo dos TFs identificados em cana-de-aclUcar, genes da rota
biossintética de lignina, contetdo de lignina acetilbromide e razdo S/G em tecidos das
espécies de Saccharum, foi evidente que os TFs: ShMYB85 e ShMYB58/63 possuem
em destaque um potencial papel como ativadores especificos da deposicao de lignina.
Para confirmar diretamente se essas correlacfes indicam um papel na regulacéo
transcricional da deposicao de lignina, se desenvolveu um ensaio de transativacéo de
protoplastos, separadamente entre os TFs ShMYB85 e ShMYB58/63 (contidos nos
vetores efetores) com as regides regulatérias dos genes chaves dos parentais:
COMT,F5H e CAD A (CADS8) (inclusos no vetores reporters) que governam o braco
gue determina a biossintese de lignina S ( influindo na razdo S/G ,e portanto na
sacarificacdo) e no conteldo em lignina, respectivamente em ambos parentais
(Figuras 15 e 16).

SoCOMT promotor (1319 pb) SoCADS8 promotor (1619 pb)

Ty —
(—————

1500 pb

SoF5H promotor (1701 pb)

1500 pb

Figura 15 — Avaliacdo de plasmideos pGWL7 (vetores de destino) depois da
recombinacdo via LR clonase para verificar a presenca do promotor dos genes
SoF5H, SoCOMT e SoCAD8 em S. officinarum por PCR usando primers attb1 e attb2
em gel de agarose ao 1% com brometo de etideo.
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Figura 16 — Avaliacdo de plasmideos p2GW7 e pGWL7 (vetores de destino) depois
da recombinacdo via LR clonase para verificar a presenca dos TFs: ShMYB85 e
ShMYB58/63 e os promotores dos genes ShCAD8, ShCOMT e ShF5H em S.
spontaneum por PCR usando primers attbl e atth2 em gel de agarose ao 1% com
brometo de etideo.

Na figura 17 se observa que pShCOMT nas espécies, foi em destaque
significativamente o promotor mais ativado por parte de ShMYB58/63 e ShMYBS85,
sendo que a inducdo por este ultimo TF foi maior do que ShMYB58/63 em S.
officinarum e S. spontaneum. O pShF5H em S. officinarum foi ativado por ambos TFs,
sendo que houve uma maior indu¢do por ShMYB85. Uma ligeira ativacdo né&o
significativa de pShF5H de S. spontaneum, foi observada como também para

pShCADS8 de ambas espécies, mas ndo para nenhum dos casos houve diferencas
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significativas de ativacdo entres os TFs. Uma interacdo que é importante assinalar é
aguela observada entre os TFs: ShMYB85, ShMYB58/63 e os promotores da pShF5H
indicando ativacao significativa em S. officinarum e também em S. spontaneum apesar
desta n&o foi significativa. Tem sido descrito que em Arabidopsis e Medicago
truncatula, MYB58/63 aparece a ativar todos os genes da rota da biossintese da
lignina com excecdo de F5H desde que o promotor desse gene nessas plantas
carecem de motivos AC (Zhao & Dixon, 2011). De outro lado em Arabidopsis, a
abundancia de transcritos de F5H € influenciado positivamente por SND1 e MYB103
(Ohman et al., 2013). EgQMYB2 um TF homdlogo de AtMYB46/83 induz a expressao
de F5H (Goicoechea et al., 2005) e o repressor em Z.mays (ZmMYB42) aparece a
regular negativamente a F5H, indicando que o promotor deste gene possui motifs AC-
like (Fornalé et al., 2010). A super-expresssao de PvMYB4 de P. virgatum em tabaco
e em P. virgatum provocou em ambas plantas a reducdo de expressao de F5H (Shen
et al., 2012) .Portanto a regulacédo da expressdo de F5H é um caso particular no qual
cada espécie de plantas pode ter diferentes mecanismos transcricionais, indicando
gue os parentais de cana-de-acucar podem regular a biossintese da lignina de uma
forma espécie-especifica. Dados que respaldam a interagdo de ShMYB85 e
ShMYB58/63 com o promotor F5H, sdo aquele obtidos por nds aqui no que respeita a
correlacdo de Pearson entre os TFs, F5H e a razdo S/G, onde ShMYB58/63 e
ShMYB85 tiveram um coeficientes de 0.93, 0.61 e 0.97 e 0.71 respectivamente em S.
officinarum em quanto os mesmos TFs tiveram coeficientes de 0.92, 0.76 e 0.8, 0.93
em S. spontaneum. Além disso ultimamente o Unico trabalho até o momento similar a
nosso resultados obtidos na transativacdo foi o reportado em P. virgatum onde
PvMYB42/85A e PvMYB58/63 transativaram os promotores de COMT e F5H (Rao et
al., 2019). Nossos resultados confirmam a capacidade dos TFs em regular a
expressdo destes genes representativos na biossintese de lignina nas espécies de
Saccharum, mas também é importante deixar claro que a modulag¢do da expressao
desses genes da biossintese da lignina pode nao ser s6 produto de um
reconhecimento direto da sua regido promotora por esses TFs, talvez seja também

por co-ativacao adicional por parte de outro TFs.
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Figura 17 — Ensaio de transativacdo em protoplastos BY2 de N. tabacum. A figura
amostra o fold change da ativacdo dos promotores pShCOMT, pShF5H e pShCAD8
induzidos por ShMYB58/63 e ShMYB85 em S. officinarum (So) e S. spontaneum (Ss),
em comparacao da a sua atividade basal (controle negativo, gene GUS que ndo é fator
de transcri¢do (TF). Os dados sé@o o produto da média de 6 replicatas + SE. Diferentes
letras minusculas indicam diferencas na ativagdo de um promotor baixo interacao de um
TF em particular. Diferencas significativas para a ativacdo de pShCOMT, pShCAD e
pSHF5H foram determinadas pelo t-test (P<0.05).
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3. Conclusoes

O isolamento e analise in silico dos promotores de genes representativos da rota
biossintética da lignina: CAD8, F5H e COMT nas espécies de Saccharum, permitiu de
forma preliminar ter uma visdo do repertorio de TFs repressores e ativadores
relacionados com a rede transcricional da regulacdo da SCW, existentes nas regides
regulatorias destes genes. A partir destes TFs identificados e outros reportados na
literatura foram encontradas sequencias homélogas em cana-de-acucar, sendo
submetidas a uma analise filogenética, observando uma associacdo proxima com
sequencias caracterizadas de TFs eudicotiledbneas e monocotiledbneas modelo,
revelando uma potencial conservacgéo funcional do controle da biossintese da SCW.
A analise de componente principal (PCA), correlacdo de Pearson e de redes
bayesianas confrontando dados correspondentes a expressdo dos genes da
biossintese de lignina, razdo S/G, conteudo de lignina acetilbromide frente ao perfil
transcricional do TFs de ambos parentais, evidenciou em destaque que os TFs
homologos: ShMYB85 e ShMYB58/63 possuem a potencial fungdo como ativadores
especificos da deposicao de lignina nas espécies de Saccharum. Para verificar isto
um ensaio de transativacado de protoplastos nos parentais, foi desenvolvido, entre
estes TFs por separado frente as regides regulatérias dos genes representativos da
biossintese de lignina (F5H, COMT e CADS8) que governam a composicao e contetdo
de lignina, observando a ativagcédo dos promotores de COMT e F5H em S. officinarum
e S. spontaneum. Este conjunto de informacdes acrescentam o nosso conhecimento
sobre a regulacdo da deposicao de lignina nas espécies de Saccharum por parte de
ShMYB42/85 e ShMYB58/63, o que os converte como fortes candidatos para
modificacdo genética e no desenvolvimento de novos genétipos em cana-de-acUcar

para o aproveitamento de bioetanol lignoceluldsico.
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CAPITULO II. Caracterizac¢do funcional de Shmyb85
e Shmyb58/63 em Saccharum spp. SP-3280
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CAPITULO II. Caracterizag&o funcional de Shmyb85 e Shmyb58/63
em Saccharum spp. SP-3280

1 Material e Métodos

1.1 Construcéo de pGVG_hp_Shmyb85(s+as+intron) e pGVG_Shmyb58/63

(s+as+intron)

Escolha de Sequéncia para formar RNAiI no silenciamento de ShMYB85 e
ShMYB58/63

As mesmas sequéncias codificantes completas dos TFs: ShMYB58/63 e ShMYB8S5,
identificadas aqui em cana-de-acgUcar e usadas para o ensaio de transativacdo de
protoplastos no Primeiro Capitulo, foram submetidas na ferramenta online SiRNA do
Galaxy Pasteur (https://galaxy.pasteur.fr/#forms::sirna) para procurar as regiées mais
provaveis de formar hairpin (apresentando altos scores), com o intuito de silenciar a
funcdo destes genes. Se teve preferéncia em uma regiao que esteja fora dos dominios
MYBR2R3, por tanto especifica, indicando que para ShMYB85 foi escolhido um
fragmento de 357 pb (Shmyb85) e para ShMYB58/63 foi 411 pb (Shmyb58/63), na
direcdo 3°, mais polimorfica (Figura 18). A sequéncia escolhida anteriormente
mencionada para cada um dos TFs a silenciar foi submetida a ferramenta Blastn
(Altschul & Madden, 1997) nos distintos bancos de cana-de-acUcar depositados no
NCBI, Sugarcane Genome Hub (Garsmeur et al., 2018) assim como também no
SUCEST (http://sucest-fun.org/; Vettore et al.,, 2001). Se visualizou os distintos
alinhamentos, observando que a sequéncia escolhida para gerar o hairpin seja
divergente o suficiente dos transcritos que nao sao alvos (OFF target), tendo o critério
importante que as regides alinhadas s6 podem apresentar no maximo 20 nucleotideos

continuos idénticos com outro transcrito nao alvo.



110

>ShMYB85 CDS

ATGGGTCGGCAGCCGTGCTGCGACAAGCTGGGGGTGAAGCGGGGGCCGTGGACGGCGGAGGAGGACCGCAAGCTCATCAACTTCATCCTGACCA
ACGGCCATTGCTGCTGGCGCGCGGTGCCCAAGCTCGCGGGCCTGCTGCGCTGCGGCAAGAGCTGCCGCCTGCGCTGGACCAACTACCTCCGCCC
GGACCTCAAGCGCGGCCTCCTCACGGACGCCGAGGAGCAGGTCGTCATCGACCTCCACGCCAAGCTCGGCAACAGATGGTCGAAGATTGCTGCCA
AGCTACCGGGCAGGACTGACAACGAGATCAAGAACCACTGGAACACGCACATCAAGAAGAAGCTGATCAAGATGGGCATCGATCCAGTCACGCACG
AGCCCCTCGATCGGAAGACAACCAGCAGCAGCCCGGCTACAACCTCGCAGTCAACCAAGTTCGACGAGGCAACCAAGCAGCAGAGCCCGCAGATC
GATGACGTCGTCGCGATGAGGGACATGCCGCCTGATGGTTGCAGCCCGACGGAATCGAGCACAAACACCGTGAGCACCGGCAGAAGCAGCAGCAG
CAGCAGCAGTGGCGGCGGCCATGACCAAGACCCGCTGGTGAAGTGGCTCTTGGAAGAGGAGCCTCCCACCGGCGACGAGCCGTGGCTCAACTTCA
CTGGCAGTGTTGATGTGGACGAGTTCAGCAGCATTGCCGCCGGTCCAGAGTTGTTGCCGTGGGATGGCGCCACCGACTGGCTGCTCGACTACCAA
GATTTTGGATTGGGGGACTCGGCGACCTTGGTCGATGGCTACATGGTCAACAACAGCTCAAACGGAGCAAAGTTCTAG

ShMYB85 Shmyb85

' - - - - - e
RF +1 _ - === e
Specific hits Myb_DNA-binding

| SenT |
Hon=specific PLNO3Z1Z ]
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Superfanilies | SANT superfanily ‘
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>ShMYB58/63 CDS

ATGGGGCGAGGGCGAGCGCCGTGCTGCGCCAAGGTGGGGCTCAACAGGGGCTCCTGGACGCCGCAGGAGGACATGCGCCTCATCGCCTACAT
CCAGAAGCACGGCCACTCCAACTGGCGCGCGCTGCCCAAGCAAGCAGGTTTGCTGCGGTGTGGGAAGAGCTGCAGGCTGCGGTGGATCAACTA
CCTGCGGCCGGACCTCAAGCGCGGCAGCTTCACCGCCGAGGAGGAGGAGACCATCATAAGGCTGCACGGTTTGCTCGGGAACAAATGGTCTAA
GATCGCTGCCTGCCTGCCGGGGAGGACGGACAACGAGATCAAGAACGTGTGGAACACGCACCTGAAGAAGAAGGTGGCGCCGCGGGAGAAGCA
GAAGGCTGGCGCGGCGGACAAGAACGACGGCGCGGCGAGCGGCGACGCCGGCACGCCCGCCACTGCCGCCTCGTCCTCGGTGTCCTCCTCGA
CGACGACCCACAACAGTTCCGGGGGCAGCGACAACTCCGGCGACCAGTGCGGCACGAGCAGGGAGCCCGACGACGCGATCGACGTATCCCTCC
TCCGACTAGAGGACATCGACGTCTCGGACATGCTGGTGGACGCGCCCCCGGCGGCGCAGCCATGCCAAGCGCCAATGCTGTCGCCGTGCTCCT
CGTCCTCCCTGACGACGTGCGTCGGCGGGGTGGAGGAACTGATCGAGCTGCCGGTGATCGAGATCGAGCCGGAGATCTGGAGCATCATCGACG
GAGAGAGCGCTGACGCGCCGGACGCCTCGGGAGGCGATGCAACAGCGCCATGTACGGGCACCGCCGTCGTCAGCACCAGCGAAGCAGAGGAA
GCGGCGAACGATTGGTGGTTGGAGAATTTGGAGAAGGAGCTGGGCCTGTGGGGCCCAGCGGAGGATACTCAGGCGGCCCACCCTGACCTACTG
GACCACATAGCTGGCTTCAGCCCACTCGGCGCCTTGGAGTTGGAGAGGGACCCAGTCTCCACCTACTTCCAGACCGCGCCCGCCGTTGCGGAAC
CTGAACTCCTGGTGGTGGACGAACCATCTGCCGTTCTGCTATGA
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Figura 18 — Sequéncia codificante completa de ShMYB85 e ShMYB58/63 identificadas
em Saccharum spp. cana-de-agucar SP-3280. A regido da CDS grifada em amarelo e
as setas em vermelho representa as sequencias empregadas e a extensao,
respectivamente para a constru¢cao do RNAIi nos TFs para o seu silenciamento.
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Estratégias de Clonagem e Desenho de Primers

O ponto de partida para a estratégia de silenciamento do ShMYB85 e ShMYB58/63
por RNAI foi usar um vetor pUBI_hp_GAI (Tavares et al.2018) que possui sitios de
restricdo especificos e um intron necessario para a constru¢cdo do hairpin, como se
observa na Figura 19. Uma vez selecionadas as sequencias de Shmyb85 e
Shmyb58/63 (com alta probabilidade para gerar o hairpin), foram desenhados primers
nos quais foram adicionados sitios de restricdo, correspondentes ao vetor mencionado
anteriormente (as sequencias de Shmyb85 e Shmyb58/63 ndo possuem nenhum sitio
interno de restricdo para cada uma das enzimas de restricao), tanto para o lado sense
(s) como para o antisense (as). Os primers desenhados para construir ambos os lados
do hairpin s&o apresentados na tabela 7. A regido sublinhada corresponde aos locais
de restricdo para a construcdo do hairpin nos vectores pUBI_hp_Shmyb85 e
pUBI_hp_Shmyb58/63 (Figura 20). BamHI: cgggatcc; EcoRV: ggccagatatc; Mlul:
cgacgcgtc e Kpnl: ggggtacccc.

SCRIMYB1

pUbi_hp_GAI | B ot

BamH| Kpnl
EcoRV) Miul
asDella sDella
> s SR

500bp 108bp  500bp

Figura 19 — Esquema da construcédo pUbi_hp_GAI usada como ponto de partida para
o silenciamento de ShMYB85 e ShMYB58/63
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Tabela 7 - Lista de Primers desenhados para a construcdo do pUBI_hp_Shmyb85 e
pUBI_hp_ Shmyb58/63

Primer Sequéncia Enzima de
Restricao
Shmyb85_rnai_sF cgacgcgtcGACGAGGCAACCAAGCAG Miul
Shmyb85_rnai_sR ggggtaccccAGTCCCCCAATCCAAAATCT Kpnl
Shmyb85 rnai_asF cgggatccAGTCCCCCAATCCAAAATCT BamHlI
Shmyb85 rnai_asR ggccagatatcGACGAGGCAACCAAGCAG EcoRV
Shmyb58/63 rnai_sF |cgacgcgtcCGGGGTGGAGGAACTGAT Miul
Shmyb58/63 rnai_sR |ggggtaccccTCATAGCAGAACGGCAGATG Kpnl
Shmyb58/63_rnai_asF | cgggatccTCATAGCAGAACGGCAGATG BamHlI
Shmyb58/63_rnai_asR | ggccagatatcCGGGGTGGAGGAACTGAT EcoRV

O fragmento antisense (as) e sense (s) correspondente a Shmyb85 e Shmyb58/63
foram amplificados (Figura 21) a partir do cDNA sintetizado a partir do 5° internédio de
S. spontaneum, purificados com o kit PureLink Quick Gel Extraction and PCR
Purification Combo kit do gel de agarose ao 1.5%, digeridos com as enzimas de
restricdo correspondentes (ver tabela 7) e ligados (com T4 DNA ligase) ao vetor
pUBI_intron (também digerido preliminarmente com as enzimas de restricao
correspondentes, para liberar os fragmentos asDella e sDella). O produto da ligacao foi
transformado em bactérias E.coli Dh103 termocompetentes (Novagen), e estas foram
plagueadas em meio LB semi-solido contendo 100 pg/mL de ampicilina. 25 colbnias
foram selecionadas para a mini-preparacao plasmidial pelo método de lise alcalina.
Para confirmar se as construcbes de Shmyb85 (s+as+intron;837pb) e Shmyb58/63
(stas+intron;930pb), estarem dentro do vetor pUBI, se procedeu a fazer uma digestao
com Bam HI e Kpnl e o sequenciamento (para confirmar a identidade original do
fragmento e descartar recombina¢des ndo desejadas). Na figura 22 pode se observar
gue houve sucesso na construgcao s+as+intron tanto para Shmyb85 como Shmyb58/63
e portanto na ligacdo desde que como se observa no gel as constru¢des tiveram o

tamanho esperado.
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SCR1IMYB1 SCRIMYB1
intron |l intronI

BamHI Kpnl BamHI Kpnl
EcoRV| Mlul EcoRV| Mlul

357pb  108bp 357 pb

asMYB 58/63 sMYB 58/63

410pb  108bp  410pb

Figura 20 — Esquema do construcdo Shmyb85 (s+astintron) e Shmyb58/63
(s+as+intron).

Shmyb85 as (357 pb) Shmyb85 s (357 pb)

< 500

-

Shmyb58/63 s (411 pb)

/

Figura 21 — Amplificagdo por PCR convencional de Shmyb85 e Shmyb58/63 tanto
para o lado sense como antisense visualizados em gel de agarose ao 1.5% com
brometo de etideo. L=padrao de bandas 100pb, os valores da esquerda do padrao de
bandas representam os tamanhos em pares de bases.
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Figura 22 - Verificacdo da presenca no plasmideo pUBI das construcdes
(stas+intron) tanto para Shmyb85 como para Shmyb58/63 depois da reacédo de
ligacdo com T4 DNA ligase. As verificacfes foram feitas pela digestdo do pUBI com
enzimas de restricdo BamHI + Kpnl as quais digerem dois sitios especificos que
flanqueiam a construgdo s+as+intron e por sequenciamento Sanger. L=padrédo de
bandas 100pb, os valores da esquerda do padrdo de bandas representam 0s
tamanhos em pares de bases

Depois da confirmacdo da presenga da constru¢do Shmyb85 (s+as+intron) e
Shmyb58/63 (s+as+intron) no pUBI, por digestdo com BamHI+ Kpnl, os plasmideos
positivos foram sequenciados. Uma vez sequenciados, as construcoes:
pUBI_hp_Shmyb85 (s+as+intron) e pUBI_Shmyb58/63 (s+as+intron), foram digeridas
(Figura 23A) novamente com a mistura de enzimas BamHI+ Kpnl para liberar as
construgdes: Shmyb85 (s+as+intron) e Shmyb58/63 (s+as+intron) e ligar estas com
T4 DNA ligase por separado no vetor modificado pCR8/GW/TOPO (2817 pb) do
sistema gateway que também possui locais de restrigdo para BamHI e Kpnl. O produto
da ligacao foi transformado em bactérias E.coli Dh10B termocompetentes (Novagen),

e estas foram plagueadas em meio LB semi-sélido contendo 50 pg/mL de
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Espectinomicina. 10 colénias foram selecionadas para a mini-preparagéao plasmidial
pelo método de lise alcalina. Para confirmar se as construgdes de Shmyb85
(stas+intron;837pb) e Shmyb58/63 (s+as+intron;930pb), estarem dentro do vector
pCR8/GW/TOPOQO, se procedeu a fazer uma digestdo com BamHlI e Kpnl (Figuras, 23B
e 23C) e o sequenciamento (para confirmar a identidade original do fragmento e
descartar recombinagdes nao desejadas). Nas Figuras 23B e 23C pode se observar
que houve sucesso na ligagao de s+as+intron tanto para Shmyb85 como Shmyb58/63
no pCR8/GW/TOPO (Figura 24) como se observa no gel as construgdes tiveram o

tamanho esperado.

Vector pCR8 (2817 pb)

Vector pUBI (5070 pb)
1 Vector pCR8 (2817 pb)
L)

A

(Y-

Shmyb58/63 (s+as+intron; 929 pb)

Shmyb58/63 (s+as+intron; 929 pb)

Figura 23 — A) (Lado esquerdo) Digestdo com Kpnl e BamHI no pUBI:Shmyb para
liberar a construgdo Shmyb85 (S+AS+intron) e Shmyb58/63 (s+as+intron); (Lado
direito) Digestdo de pCR8/GW/TOPO com Kpnl e BamHI para ligar
Shmyb85(s+as+intron) e Shmyb58/63(s+as+intron) com T4 DNA ligase. B)
Verificagdo das constru¢cdes Shmyb85(s+as+intron) e Shmyb58/63(s+as+intron) no
pPCR8/GW/TOPO por Digestdo com Kpnl e BamHI. Gel de agarose 1.5 % com brometo
de etideo. L=padrdo de bandas 1kb, os valores da esquerda do padrédo de bandas
representam os tamanhos em pares de bases
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Figura 24 — Esquema do Vector pCR8_hp_Shmyb85 (s+as+intron) e pCR8_hp_
Shmyb58/63 (s+as+intron).

Uma vez conseguido ligar as constru¢gdes Shmyb85 (s+as+intron) e Shmyb58/63
(stas+intron) no vetor modificado pCR8/GW/TOPO, foi feita uma reagdo de
recombinacao com o vetor de destino foi pGVG (12644 pb) (Guidelli et al., 2018) usando
Invitrogen LR Clonase Il Plus Enzyme mix. O produto da recombinacao foi transformado
em bactérias E.coli Dh10B termocompetentes (Novagen), e estas foram plaqueadas em
meio LB semi-sélido contendo 50 pg/mL de Kanamicina. 10 colénias foram
selecionadas para a mini-preparagado plasmidial pelo método de lise alcalina. Para
confirmar se as construgcbes de Shmyb85 (s+as+intron;837pb) e Shmyb58/63
(stas+intron;930pb), estarem dentro do vetor pGVG, se procedeu a fazer uma digestao
com BamHI e Kpnl (Figura 25). A Figura 25, também amostra que teve sucesso a
reacao LR clonase de recombinagao entre o vector de entrada (pCR8_hp_Shmyb85
(stas+intron) e pCR8_Shmyb58/63 (s+as+intron)) e o vetor de destino pGVG. Da
mesma forma como nos passos anteriores as construgdes: Shmyb85 (s+as+intron) e
Shmyb58/63 (s+as+intron) inclusas no vetor pGVG (Figura 26) também foram
sequenciados usando os primers Hairpin Forward pUBI: GCCTTTAGTTCCTTGGCAGT
e hairpin Reverse pUBI: CACTGCCAAGGAACTAAAGG.
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Vector pGVG (12,6 kb)
Shmyb58/63 (s+as+intron; 929 pb)

B el it

Vector pGVG (12,6 kb)

Shmyb85 (s+as+intron; 837 pb)
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Figura 25 — Digestdo com Kpnl e BamHI no pGVG para confirmar a presenca das
construgbes Shmyb85 (s+as+intron) e Shmyb58/63 (s+as+intron). Gel de agarose 1.5
% com brometo de etideo. L=padréo de bandas 1kb, os valores da esquerda do

padrao de bandas representam os tamanhos em pares de bases

SRIMYB1
intron B

EcoRV] Ml

2sMYB S8/63 sMYB 58/63

410pb  108bp 410pb

ScRIMYB1
intron

BamH! Kpn!
EcoRV| Miul

357 pb 108bp 357 pb

Figura 26 — Esquema do vetor pGVG_hp_Shmyb85 (s+as+intron) e pGVG_hp_
Shmyb58/63 (s+as+intron).
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1.2 Transformacdo do hibrido SP-3280 de cana-de-acUcar (Saccharum
spp.) para a obtencao de linhagens transgénicas silenciadas (Shmyb85 e
Shmyb58/63) em ShMYB85 e ShMYB58/63

Para a producao das linhagens transgénicas, plantas de cana-de-acucar (SP-3280)
foram cultivadas em estufa (IAC, Ribeirdo Preto, Brasil) por seis meses, e a regiao
meristematica do apice da parte aérea foi usada para gerar explantes. O material foi
cultivado em meio MS (Murashige e Skoog, 1962), a 26°C no escuro, até a geracao
de calos embriogénicos. O pGVG_hp_Shmyb85 e o pGVG_hp_Shmyb58/63 foram
transferidos para Agrobacterium tumefaciens (estirpe EHA105) por choque térmico.
As culturas bacterianas foram incubadas com calos de cana-de-acUcar sob presséao
de vacuo por 5 minutos e transferidas para meio de co-cultivo a 22°C, no escuro por
3 dias. Depois disso, os calos foram mantidos em meio de repouso a 26°C, no escuro
por 6 dias. Apds a fase de repouso, os calos transformados foram transferidos para
um meio de regeneracdo seletiva a 26°C, durante 14 dias com 16 h de fotoperiodo.
Os eventos transgénicos foram mantidos em meio sem induzir crescimento e
enraizamento. A seguir, as linhagens transgénicas foram transplantadas em tubetes
com substrato (0.5 L), sendo o conjunto destes colocado em uma bandeja contendo
agua e cobertos com filme de PVC, onde foram aclimatados durante 4 dias (dentro de
uma camara com alto teor de umidade). Depois, os tubetes foram transferidos para a
estufa para adaptacdo a temperatura ambiente (2 dias ainda cobertos com filme de
PVC e depois descobertos e mantidos assim durante 30 dias, até obter boa brotacéo
e consideravel densidade radicular (Figura 27). As melhores brotacdes de cada
linhagem transgénica de Shmyb85 e Shmyb58/63 e controles (Vetor Vazio (EV) e
Controle +(WT)) (saudaveis e com boa densidade radicular) foram separados em
plantulas e transplantados para vasos de 10L, crescendo nas seguintes condi¢des
durante 3 meses: Irrigacdo por aspersdo diariamente, fertilizagdo com 50 ml de
solucdo Hoagland de forca ¥4 a Y2 sucessivamente por semana. SO as linhagens
transgénicas possuindo 3 replicatas biolégicas (como minimo) e saudaveis foram

consideradas para o estudo.
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Sugarcane Transplant Pipeline
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Figura 27 — Pipeline apresentando os passos depois da cultura de tecido e
transplante de plantulas de Saccharum spp. cultivar hibrido SP-3280 para vasos
com substrato.

1.3 Material vegetal e condi¢cdes de crescimento

13 linhagens transgénicas primarias silenciadas para Shmyb85 e 17 para Shmyb58/63
de 1 ano de idade foram usadas neste estudo, obtidas a partir de calos embriogénicos
do cultivar hibrido de Saccharum spp. 3280-SP transformados com as constru¢des:
pGVG_hp_Shmyb85 e pGVG_hp_Shmyb58/63 respectivamente. As plantas
transformadas com vector vazio (EV) pGVG (Guidelli et al., 2018) e plantas de tipo
selvagem (WT) foram consideradas como controles. As linhagens transgénicas assim
como os controles cresceram em vasos de plastico com capacidade de 10 L contendo
uma mistura de um Solo A, Solo B e areia (1:1:2 v/v). As plantas ficaram em uma
estufa sem controle de humidade e temperatura, sob condi¢cfes de luz natural (Figura
29). As plantas foram irrigadas manualmente com 500 ml de H20 a cada dois dias e
fertilizadas a cada 15 dias com 150 ml de uma solugéo Hoagland (forca total). A coleta
do material foi feita em Agosto do 2020, sendo entre 3 e 5 replicatas bioldgicas de
acordo com o tratamento. Colmos das repeticbes dos diferentes tratamentos,
aparentemente saudaveis, do mesmo estadio fisioldgico e de tamanho uniforme foram

coletados usando um podéo, separando os internddios 5°+6° e 7°, ndo incluindo o né
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e as folhas +4. Os testes histoquimicos foram executadas no internédio 7°. As analises
bioguimicas e de expressao génica foram feitos nos internédios 5°+6°, das 5 linhagens
transgénicas de Shmyb85 e Shmyb58/63 que apresentaram a maior queda de lignina
por efeito do silenciamento de ShMYB85 e ShMYB58/63 a partir da avaliacdo da
lignina acetyl bromide na totalidade das linhagens transgénicas mencionadas no
comeco deste item. ApGs serem lavados com agua da torneira, os internodios 5°+6°
foram colocados em saco de polietiieno e, em seguida, em recipientes térmicos
contendo nitrogénio liquido, para posterior liofilizacdo. O material liofilizado foi
macerado em cadinhos esterilizados por autoclave e resfriado com nitrogénio liquido,
transferidos para tubos Falcon, e armazenados em freezer a -80°C, até o seu posterior

uso nas distintas analises moleculares e bioquimicas.

1.4 Injaria (Inducédo da lignificacdo) e amostragem:

Para o experimento da injuria, as melhores plantas (saudaveis) das linhagens
transgénicas e controles mencionados no item anterior, com 10 meses de idade, do
mesmo tamanho (2 m aproximadamente) e com boa producédo de folhas (6 até 10
pares de folhas aproximadamente, sem clorose) foram usadas neste experimento.
Aqui, nés escolhemos as folhas, usando o sistema de numeracédo de folhas proposto
por (Moore, 1987), sendo que a primeira folha completamente expandida, com visivel
auricula e fotossinteticamente ativa foi considerada como +1. Para estimular a
lignificagcdo, a folha +3 (de aproximadamente 50 cm de cumprimento) foi
mecanicamente injuriada usando uma pinca de disseccdo anatdmica com serrilha, na
regido meédia (30 cm de comprimento) a cada 2.5 cm, sem comprometer a nervura
central. A folha +4 (de aproximadamente as mesmas dimensodes que a folha +3) néo
foi machucada e serviu como controle (Figura 28). Depois de 5 dias, a regido meia
das folhas +3 e +4 foi separada (sem incluir as regides basais e apicais) e coletada
em tubos Falcon de 50 ml imediatamente imersa em nitrogénio liquido e armazenadas

em freezer a -80°C até o momento das analises bioquimicas e moleculares.
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Figura 28 — Esquema geral do sistema de injaria estabelecido em folhas de linhagens
transgénicas e controles de Saccharum spp. cultivar hibrido SP-3280: Shmyb85,
Shmyb58/63. WT e EV sao os controles. O sistema de numeragdo das folhas
proposto, foi de acordo com Moore (1987). As Folhas (+3) injuriadas depois de 5 dias
foram seccionadas na sua regido média do limbo. As folhas (+4) serviram como
controles. As folhas injuriadas e nao injuriadas foram processadas para a avaliacédo
de expressédo génica e deposicao de lignina Acetyl Bromide.

1.5 Caracterizacdo funcional de linhagens transgénicas silenciadas (Shmyb85 e
Shmyb58/63) para ShMYB85 e ShMYB58/63

Andlises histoquimicas

Para os testes histoquimicos, os internddios 7° dos diferentes tratamentos foram
utilizados nestas analises. As amostras, fazendo uso de uma lamina de ago, foram
seccionados longitudinalmente em blocos de aproximadamente de 2.5cm x 1cm de
altura e largura respectivamente e imediatamente colocados em tubos Falcon de 15
ml de capacidade contendo uma solugéo fixadora FAA (formaldeido, acido acético e

etanol 50%, 5:5:90), levados a uma bomba de vacuo para a retirada do ar contido nos
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tecidos e mantido assim por 5 dias. Posteriormente a solucao fixadora foi retirada e
trocada com etanol 50%, mantendo os blocos assim em vacuo por 24 horas.
Terminado este periodo, a solucdo de 50% foi trocada por etanol 70% em vacuo até
0 comeco dos testes histoquimicos. Os testes foram realizados em seccdes feitas a
mao livre, usando uma lamina de a¢co com o intuito de evidenciar a presenca (Teste
de Weisner/fluoroglucinol-HCL (Johansen, 1940)) e tipo de lignina (Teste de Maiile
(Méule, 1901)). Para a reacdo de Maule, as amostras foram submetidas a KMnO4
0,5% por 10 minutos, seguido por lavagens com agua destilada, mantido em HCI 10%
por 2 min e a lamina foi montada com NH4OH concentrado. Para o floroglucinol as
secc¢Oes foram tratadas por 5 min com floroglucinol 1% em etanol 95% e a lamina foi
montada com HCI 25%. Para a documentacao dos resultados utilizou-se camera de

video Olympus DP71 acoplada ao microscépio Olympus BX 51.
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Figura 29 — A e B) Obtencao de calos embriogénicos e linhagens transgénicas de Saccharum spp.
3280-SP silenciadas para ShMYB85 e ShMYB58/63, em meio MS. C e D) Linhagens transgénicas e
controles transplantados em tubetes e transferidas a estufas para aclimatacdo. E e F) Linhagens
transgénicas e controles dos tubetes transplantados a vasos de 10L baixo condi¢Bes de estufa. G e H)
Linhagens transgénicas e controles crescendo em vasos de 10L com 6 e 12 meses de idade

respectivamente.
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Analises bioquimicas

Determinacao de Lignina Acetyl Bromide (AcBr)

A determinacédo do conteudo de Lignina Acetyl Bromide foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por (Hatfield & Fukushima, 2005) e conforme ja descrito no

primeiro capitulo.

Determinacao da razdo S/G

A determinacao da razao S/G foi feita de acordo com Kiyota et al. (2012) e conforme

anteriormente descrito no primeiro capitulo.

Determinacao dos polissacarideos da parede celular

As determinagdes de celulose, hemicelulose e pectina foram realizadas de acordo
com a metodologia descrita por (Chen et al., 2002) com algumas modifica¢des: 150
mg de amostra foi homogeneizada com 5 ml H20 destilada fria, usando um agitador
e, em seguida, foi centrifugada durante 10 min, removendo-se 0 sobrenadante e
conservando-se o pellet. O pellet foi lavado sequencialmente com 5 ml de H20
destilada fria, 5 ml de acetona e 5 ml de metanol/cloroférmio (1:1, v/v), sendo que em
cada passo foi feita a centrifugacédo para recuperacao do material sélido, que foi entédo
seco em bancada por 24 h antes de ser extraido com o solvente seguinte. Para
remover o amido, o residuo obtido foi tratado a 37°C durante 3 h com 5 ml de 2
unidades.ml* de amilase pancreética (tipo I-A, Sigma Chemical Co, St Louis, MO) em
tampéo 0,1 M acetato de sodio (pH: 6,5), e em seguida centrifugado para recuperar o
material sélido. Este foi entdo extraido trés vezes com 3 ml de 20 mM de oxalato de
amonio (pH 4,0) a 70°C durante 1 h para se obter a fracdo correspondente as pectinas.
Apos centrifugacao, o pellet foi entdo extraido com 3 ml de NaOH 0,1 M a temperatura
ambiente sob vacuo durante 24 h no escuro, e o material foi recuperado por
centrifugacéo. O sobrenadante foi denominado fracdo 1 de hemicelulose (HEM1). O
pellet foi extraido trés vezes com 2 ml de NaOH a 17,5% por 8 h, sob a vacuo e os
sobrenadantes obtidos de cada extracdo foram reunidos e chamados fracéo 2 de
hemicelulose (HEM2). A fracdo total de hemicelulose foi obtida pela soma das
extracbes (HEM1 + HEM 2). O residuo alcalino insoluvel foi lavado sequencialmente
com 5 ml de 4gua destilada, 5 ml de 1 mM de acido acético e 5 ml de etanol e em

seguida seco a 37°C. Em seguida, esta fragcao foi dissolvida em 5 ml de uma solucéo
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72% de H2SO4 durante 1 h a temperatura ambiente e diluida 30 vezes com agua
destilada para obter a fracdo de celulose correspondente. O teor total de acucares
totais em cada fracdo foi obtido de acordo com o método do fenol sulfarico, utilizando

glucose como padrdo (DuBois et al., 1956).

Determinacado da porcentagem de sacarificacao

A determinacdo da porcentagem de sacarificacdo foi conduzida de acordo com a
metodologia descrita por (Brown & Torget, 1996), com pequenas modificagdes. Em
microtubos, foi pesada uma quantidade de biomassa liofilizada equivalente a 10 mg
de celulose (previamente determinada, conforme protocolo acima e livre de acucares
sollveis e amido), e a esta foi adicionado 500 ul de tampéo citrato de sodio (0,1 M,
pH 4,8), 10 ul de azida sédica e uma quantidade necessaria de dgua para completar
1 ml. Posteriormente, a mistura foi aquecida a 50°C e em seguida acrescentou-se 6,08
pul de uma mistura (1:4, v/v) de enzimas celulase (1,2 FPU/10 mg de celulose) e
celobiose (1,26 U pNPGU/10mg celulose). Este coquetel foi preparado a partir de
celobiose de Aspergillus niger e celulase de Trichoderma reesei (Sigma-Aldrich). Os
microtubos contendo as amostras e a solucdo de reacdo, foram fechados
hermeticamente e colocados inclinados (45°) em um agitador orbital, a 50°C, sendo
mantidos a 160 rpm durante 5 dias. Passado esse periodo as amostras foram
centrifugadas a 12000 rpm por 15 min. A determinacdo de glicose foi feita no
sobrenadante pelo método do fenol sulftrico (DuBois et al., 1956) mediante a leitura
no espectrofotometro a 495 nm, usando una curva padréo de glicose no intervalo 20-
100 ug/ml.

Determinacao de compostos fendlicos soluveis totais

O conteudo total de compostos fendlicos soluveis foi determinado com o reagente de
Folin-Ciocalteau (Swain & Hillis, 1959), utilizando-se &cido clorogénico como padréo.
Amostras de 150 mg foram colocadas em microtubos de 1,5 mL e extraidas com 700
uL de etanol 80% sob sonicacdo por 30 min, sendo depois centrifugadas durante 10
min a 12000 rpm. Coletou-se o sobrenadante (por volta de 600 pL) e se repetiu a
extracdo anterior. Os extratos de cada amostra foram reunidos e 50 uL foram
adequadamente diluidos com 3,450 ml de agua destilada. Em seguida, foram
adicionados 0.25 ml do reagente de Folin-Ciocalteu, misturando a solugcédo e

incubando-a por 3 min em temperatura ambiente. Logo depois, 0.5 ml de Na2CO3
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saturado (17,59/50 ml) foram misturados a solucao, agitados e mantidos em repouso
por 1 h em temperatura ambiente, quando entdo se adicionou 0.75 ml de agua
destilada. A determinac&o do contetdo de fendis totais foi feita mediante a leitura da
absorbancia em 725 nm em um espectrofotbmetro UV-VIS. Se utilizou uma curva
padréo de &acido clorogénico calculada para o intervalo de concentragdo de 100-1000

ug/ml.

Analise por espectroscopia 2D-NMR

As amostras correspondentes as linhagens transgénicas de Shmyb85 (16,15 e 14),
Shmyb58/63 (17,16 e 12), assim como também os controles (EV e WT) foram
sucessivamente tratadas com acetona (8h), metanol (8h) e agua (8h) para remover
materiais extrativos. Assim as matérias livres de extrativos foram finamente moidos
em um Restch PM-100 planetary mill (Retsch, Haan, Germany) equipado com uma
jarra de agata e bolas de agata (10X10 mm) a 600 rpm, durante 2 h (alternando 10
min de pausa a cada 20 mim de moagem), previamente as analises por NMR. As
paredes celulares inteiras das amostras foram analisadas por 2D-NMR em “estado de
gel” de acordo com o método descrito por (Kim et al. 2008; Rencoret et al. 2009).
Resumidamente, aproximadamente 55 mg de amostras livres de extrativos foram
colocadas em 0.6 mL de DMSO- de. Os espectros de 2D HSQC NMR foram registrados
a 25°C em um equipo Bruker AVANCE IIl 500 MHz equipado com uma sonda de
gradiente TCI de 5 mm, resfriada criogenicamente com geometria inversa nas
instalacdes de RMN dos servicos de pesquisa geral da Universidade de Sevilla (SGI-
CITIUS). Os experimentos de HSQC foram realizados usando programas de pulso
padrao Bruker "hsqcetgpsisp.2” e 0s seguintes parametros: os espectros foram
adquiridos de 10 a 0 ppm em F2 (*H) usando 1000 pontos de dados para um tempo
de aquisicdo de 100 ms, um atraso interscan de 1s, e de 200 a 0 ppm em F1 (13C)
usando 256 incrementos de 32 de scan, para um tempo total de experimento de 2h e
34 min. O JcH usado foi de 145 Hz. O processamento usou apodizacdo gaussiana
tipica em 'H e um sino cosseno quadrado em *3C. O pico central do solvente foi usado
como uma referéncia interna (6c/d6n 39.5/2.49). Os sinais cruzados 2D-NMR foram
atribuidos por comparacdo da literatura (del Rio et al., 2012, 2015). Uma andlise
semiquantitativa dos integrais de volume dos picos de correlacdo HSQC foi realizada
usando o software de processamento Topspin 3.5 da Bruker. Na regido

aromatica/insaturada, os sinais de correlagdo de Hzs, G2 e Sz6 foram usados para
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estimar o contetdo das respectivos monémeros de lignina: H, G e S. Os sinais para
pCA26 e FA2, foram usados para estimar a abundancia dos diferentes p-
hidroxicinamatos (p-coumaratos; pCA, e ferulatos, FA) e o sinal para Ts foi usado para
estimar o contetdo da flavona tricina (como os sinais Hz6, S2,6 € pCA2,6 envolvem dois
pares proton-carbono, suas integrais de volume foram reduzidas a metade). Os dados
foram referentes ao conteudo total de carboidratos (estimado a partir dos sinais dos

carbonos anomericos que correspondem em sua maioria a xilose e glicose) e lignina.

Analise de Expresséo por RT-gPCR
A expressao de ShMYB85 e ShMYB58/63 e genes da rota biossintética da lignina foi

analisada por RT-qPCR nas folhas injuriadas, néo injuriadas e internédios 5°+6° das
linhagens transgénicas (Shmyb85 e Shmyb58/63) e controles respectivamente,
usando primers especificos (Tabela 8). Desde que a folha € um tecido menos
lignificado do que outros 6rgdos como os internddios foi feito um teste preliminar
(folhas injuriadas e nao injuriadas) de expressao sO nas plantas controle WT para
verificar se a folha possui capacidade de experimentar indugéo da expresséao dos TFs
em estudo, frente a injuria mecanica provocada neste estudo. De outro lado também
nos controles foi feito um teste de expressdo de 5 enzimas representativas da via
biossintética da lignina identificadas para os parentais de Saccharum e cultivares
contrastantes de cana-de-acucar em lignina (Llerena et al 2019; Bottcher et al.2013)
(foi escolhida para o estudo final a enzima que experimentou a maior inducao de
expresséo) com o intuito de correlacionar com a expresséao dos TFs MYBs em estudo.
A curva de eficiéncia dos primers foi determinada pelo software Step One Plus
Software v2.3 (Life Technologies), Foram usados os pares de primers que
amplificaram o cDNA com uma eficiéncia que oscilou entre 90-110%. Os cDNAs
diluidos 7.5X, das folhas e internddios 5° +6° foram utilizados na andlise. Utilizamos 5
replicatas biol6gicas e 3 técnicas (para o teste preliminar na folha do WT) e 1 replicata
biolégica e 3 técnicas, para avaliar a inducdo da expresséo dos genes frente a injaria
nas linhagens transgénicas de Shmyb85 e Shmyb58/63. Para a expressdo nos
internodios 5°+6° usamos 3 replicatas bioldgicas e 3 técnicas. As reacbes foram
preparadas com o iTag universal SYBR Green supermix BIORAD e analisadas no
StepOnePlus™ Real-Time PCR System, seguindo o programa de 95°C por 3 min e
40 ciclos de: 95°C por 10 s e 60°C por 30 s. A especificidade dos produtos amplificados
foi avaliada pela analise da curva de dissociacao gerada pelo equipamento. Para a
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normalizacdo interna adequada, foi utilizado os genes constitutivos Ubiquitin e
GADPH (Bottcher et al.2013). A expressao relativa para folhas injuriadas, né&o
injuriadas e internddios 5°+6° das linhagens transgénicas de Shmyb85, Shmyb58/63
e controles, foi calculada por 2°2Ct e para o coeficiente da inducdo de expresséo foi
por 2-4ACt (Livak and Schmittgen, 2001). A induc&o da expresséo foi determinada pelo

coeficiente entre a expressédo em folhas injuriadas e nao injuriadas.

Analises estatisticas

Para as analises bioquimicas e perfil de expressao (RT-gPCR) avaliadas no 5to-6to
internédio das linhagens transgénicas Shmyb85, Shmyb58/63 e controles (WT e EV)
foi realizada uma andlise de variancia (ANOVA) simples, e quando houve diferencas
entre as médias a comparacéao foi feita pelo teste de Wilcoxon (p<0,05) usando o
software R (Team,R 2013). Para as andlises bioquimicas do 5°+6° internddio foram
avaliadas entre 3 e 5 replicatas bioldgicas e trés triplicatas técnicas. A composicao de
lignina, perfil de compostos fendlicos e espectrofotometria de 2D-NMR, a
determinacao foi feita entre 3-5 replicatas biolégicas e 1 técnica. No que respeita a
expressdo (RT-gPCR) dos TFs: ShMYB85 e ShMYB58/63 e genes da biossintese da
biossintese de lignina em espécies de Saccharum a avaliacao foi feita com 3 replicatas
bioldgicas e trés replicatas técnicas. Os resultados das andlises bioquimicas foram
expressos pela média + erro padrdo. No experimento de indugéo da lignificacdo nas
linhagens transgénicas de Shmyb85, Shmyb58/63, WT e EV, a avaliacdo das analises
bioquimicas e de expressédo génica feitas nas folhas +3 e +4 envolveu uma replicata
bioldgica e uma técnica. O teste preliminar de expressado nas plantas controle (WT)
no experimento da injuria envolveu 5 replicatas biolégicas e 3 técnicas. Para
expressao génica os resultados foram expressos pela média + desvio padréo. Para o
controle da transferéncia do erro no célculo de expressédo génica foi utilizado um

modelo linear de acimulo de erro (67, = o

2 2 .
¢erer T 0¢¢) NO calculo do valor de ACt e

dl2-Act]y 2 .
[ ]) oZ-;) no calculo do valor de 2¢t ( Brown & Mac

~ . 2 _
nao linear (o,-act = ( alac

Berthouex, 2002).
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2. Resultados

2.1 Caracterizacdo funcional de linhagens transgénicas silenciadas
(Shmyb85 e Shmyb58/63) para ShMYB85 e ShMYB58/63

Determinacdo do Conteudo de Lignina Acetil bromide e Razédo S/G

Desde que a frequéncia de insercdo do transgene (vetor contendo o RNAI para
silenciamento de ShMYB85 e ShMYB58/63) € aleatéria nho genoma complexo de
Saccharum spp. cultivar hibrido SP-3280 nos desenvolvemos preliminarmente um
screening de todas as linhagens transgénicas geradas (Shmyb85 e Shmyb58/63)
avaliando o contetdo de Lignina acetilbromide com o intuito de escolher aquelas que
tem a maior queda deste parametro devido ao silenciamento para analises
posteriores. Adicionalmente foi avaliado em todas as linhagens de Shmyb85 e
Shmyb58/63 a razdo S/G. No conteudo de lignina podemos indicar que para
Shmyb85, do total das linhagens transgénicas avaliadas, 7 delas (14, 16 15, 17, 8, 19,
18) apresentaram uma queda significativa em relacdo ao WT, sendo de: 18.7%,
16.0%, 12.4%, 10.2%, 8.81%, 8.71% e 6.88% (Figuras 30 A e C) com p <0.05 (0.036;
0.036; 0.032; 0.016; 0.016; 0.016 e 0.032, respectivamente. Em Shmyb58/63,
observamos nas linhagens (17,11, 12,1, 15, 18 e 20) uma redugéo porcentual
significativa de: 15.3, 11.5, 10.6, 9.21, 8.97, 8.05, 7.40, respectivamente em relacéo
ao WT (Figuras 30 B e D) e p <0.05 (0.036; 0.016; 0.032; 0.036; 0.036; 0.032,
respectivamente. E importante destacar que a linha transgénica 16 de Shmyb58/63
apresentou uma consideravel reducao (13.9%) da deposicao de lignina mas esta nao
foi significativa (p=0.095).

Na determinacdo da razdo S/G, se observa reducdo deste parametro para algumas
das linhagens transgénicas de Shmyb85 mas para nenhuma destas houve alteracéo
significativa (Figura 30E). Para Shmyb58/63 (Figura 30F) se observou aumento
significativo (p<0.05) desta razdo na maioria das linhagens transgénicas, a excecao
de: 18,20,16 e 1(p=0.05: 0.31; 0.10; 0.06 e 0.11), respectivamente. O aumento oscilou
entre 29.18% e 69.68%. Daqui para frente nos selecionamos para as analises
posteriores de: expressao génica, composicao de parede celular, compostos fendlicos
e histoquimica as linhagens transgénicas 16,14,17,15 e 8 para Shmyb85, e 1, 17, 11,
16 e 12 para Shmyb58/63. Estas foram as plantas que experimentaram a maior queda

de lignina acetyl bromide. Para as analises por espectroscopia 2D-NMR foram
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consideradas para Shmyb85 as linhagens 16, 15 e 14 e para Shmyb58/63 foram as
linhagens: 17, 16, 12.

Andlises histoquimicas

De maneira geral, os feixes vasculares da regido periférica (cértex) adjacente a
epiderme do internddio 7° apresentam uma menor densidade de camada de fibras
nas linhagens transgénicas de Shmyb85 do que Shmyb58/63. Os controles (WT e EV)
apresentaram a maior concentracdo em relacdo a estes (Figuras 31, 32 e 33, colunas
da esquerda). No que respeita a regido central (medula) do internédio 7°, os distintos
tratamentos possuem feixes vasculares dispersos entre as células do parénquima
fundamental, sendo isto mais evidente para Shmyb85. O reagente floroglucinol-HCI
evidenciou a presenca de lignina total com a coloracao vermelha (Figuras 31-32 A-J,
respectivamente (Shmyb85 e Shmyb58/63) e Figuras 33 A-D, WT e EV). Em
destaque, as fibras ao redor dos feixes vasculares evidenciam incipiente deposi¢cao
de parede celular secundaria em linhagens transgénicas de Shmyb85 (Figuras 31 A,
E, G e I), quando comparando com linhagens transgénicas de Shmyb58/53 (Figuras
32A,E, G, 1).OWT e o EV (Figuras 33 A e C) apresentam uma maior deposi¢ao nas
fibras em relacdo a Shmyb85 e Shmyb58/63. No sétimo internddio, para todos os
tratamentos se encontram as células parenquimaticas completamente expandidas
(Figuras 31, 32 e 33). No entanto as células parenquiméaticas da regido central de
Shmyb85 (Figuras 31 A, E, G e ) e de Shmyb58/63 (Figuras 32 B, D, F e J) ndo estéo
lignificadas. Em sentido contrario para o WT e o EV (Figuras 33 B e D) o parénquima
fundamental desta regido estd lignificado. O reagente de Malle evidenciou a
coloracdo avermelhada para a lignina siringil (S) e amarela para a lignina guaiacil (G)
(Figuras 31 e 32 K-T, respectivamente, Shmyb85 e Shmyb58/63 e Figuras 33 E-H
para WT e EV). No internddio 7° na regido periférica, os feixes vasculares, as fibras
ao redor destes e as células parenquimatica nas linhagens transgénicas de Shmyb85
(Figuras 31 K-S) apresentam um predominio de coloragdo amarelada, indicando
lignina G. De outro lado Shmyb58/63 apresenta um padrao particular indicando que
os feixes vasculares da regido periférica apresentam fibras com deposicao de lignina
diferenciada, desde que as camadas de fibras mas internas dos feixes apresentam
coloragdo amarela Lignina G, enquanto as mais externas coloracdo avermelhada
lignina S, indicando também que as células parenquiméticas desta regido tem

coloracdo vermelha lignina S (Figuras 32 S K, M,0 e Q). Os controles, em especial o
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WT apresentou similar configuracdo de deposi¢éo de lignina diferenciada observada
nas linhagens de Shmyb58/63 com a diferenca que houve mais fibras que envolvem
os feixes periféricos. As células parenquimaticas foram de cor vermelho igual a
Shmyb58/63 (Figuras 33E e 33G). Os feixes vasculares da regido central dos distintos
tratamentos apresentaram coloragdo amarela, lignina G, ndo se observou coloracéo
nem vermelha nem amarela para as células parenquimaticas (Figuras 31, 32 e 33,
colunas da direita). As diferencas marcantes encontradas entre as linhagens
(Shmyb85 e Shmyb58/63) e os controles (EV e WT) foram a espessura da parede
celular das fibras dos feixes vasculares na regido periférica e a lignificacdo das células
parenquimaticas na regido central. Em Shmyb85 e Shmyb58/63 os feixes vasculares
préximos a epiderme apresentam fibras com parede celular mais delgada quando
comparadas com o0s presentes nos controles (EV e WT). Na regido periférica, as
células parenquimaticas de todas os tratamentos estao lignificadas no internddio 7.
Porém, na regido central de Shmyb85 e Shmyb58/63 as células parenquimaticas

permanecem nao lignificadas comparadas aos controles (EV e WT).
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Figura 30 — A e B) Conteudo, C e D) grau de reducéo de lignina Acetyl bromide e E e
F) razdo S/G no 5° internédio em linhagens transgénicas de Shmyb85, Shmyb58/63 e
controles (EV e WT) Saccharum spp. cultivar hibrido SP-3280. Asteriscos
representam diferencias significativas no conteudo de lignina e razdo S/G entre 0s
tratamentos. As médias foram comparados pelo teste de Wilcoxon, p<0.05. As barras
verticais indicam o erro padréo das meédias produto de 3-5 replicatas bioldgicas.
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Shmyb85 — 7th internode
Phloroglucinol Reagent Maule Reagent

Event 16 Event 15 Event 14 Event 8

Event 17

Figura 31 — Secdes transversais de diferentes regides do internédio 7° em linhagens
transgénicas de Shmyb85 Saccharum spp. cultivar hibrido SP-3280 submetidas ao
reagente Fluoroglucinol e de Maile para deteccdo de lignina total, S e G,
respectivamente. Colunas da esquerda: Regido periférica (Rind); Colunas da direita:
Regido central do colmo (Pith). e: epiderme; f: fibras; fp: parénquima fundamental; mx:
metaxilema; ph: Floema; px: protoxilema; vb: feixe vascular. Barras = 50 ym.
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Shmyb58/63 — 7th internode
Phloroglucinol Reagent Maule Reagent

Rind Pith

Event 16 Event 12 Event 11 Event1

Event 17

Figura 32 — Secdes transversais de diferentes regides do internédio 7° em linhagens
transgénicas de Shmyb58/63 Saccharum spp. cultivar hibrido SP-3280 submetidas ao
reagente Fluoroglucinol e de Maile para deteccdo de lignina total, S e G,
respectivamente. Colunas da esquerda: Regido periférica (Rind); Colunas da direita:
Regido central do colmo (Pith). e: epiderme; f: fibras; fp: parénquima fundamental; mx:
metaxilema; ph: Floema; px: protoxilema; vb: feixe vascular. Barras = 50 ym.
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Saccharum SP-3280 — 7th internode

Phloroglucinol Reagent Maule Reagent

Rind

Pith

Control

Empty Vector

Rind

Pith

Figura 33 — Seccdes transversais de diferentes regides do internddio 7° em controles
(EV e WT) Saccharum spp. cultivar hibrido SP-3280 submetidas ao reagente
Fluoroglucinol e de Maiile para deteccao de lignina total. Colunas da esquerda: Regido
periférica (Rind); Colunas da direita: Regido central do colmo (Pith). e: epiderme; f:
fibras; fp: parénquima fundamental; mx: metaxilema; ph: Floema; px: protoxilema; vb:
feixe vascular. Barras = 50 ym.

Tabela 8 - Sequéncias dos pares de primers utilizados na amplificacdo por RT-gPCR
e tamanho do amplicon de genes da rota biossintética da lignina e TFs em linhagens
transgénicas: Shmyb85, Shmyb58/63, EV e WT de Saccharum spp. cultivar hibrido

SP-3280.
Amplicon
Gene Forward 5°-->3’ Reverse 5-->3°

(bp)
Sh4CL (RT-gPCR) AGCCGTTCCAGGTCAAGTC ACTCGGGGTCGTTCAGGTA 161
ShCAD2 (RT-qPCR) ATCAGCTCGTCGTCCAAGAA CGATGATGTAGTCCAGCGAGT 120
ShCADS8 (RT-qPCR) TCAAGAACGACTGGGGAAAC GCAGGAGCCGACGAAGTA 140
ShCOMT (RT-gPCR) GAGGACAAGGACGGCAAGTA ACCGCGTCCTTGAGGTAGTA 154
ShHCT (RT-qPCR) TCAGACGACACCGCCTTC GTCCGCCCACGAGTTGAT 137
ShF5H (RT-qPCR) AGACGCAGGACGGAGTGTT AAGAGCTTCATCACGCACAG 138
ShMYB85 (RT-gPCR) TTGATGTGGACGAGTTCAGC TCATGTAGCCATCGACCAAG 132
ShMYB58/63 (RT-gPCR) ACCCTGACGTACTGGACCAC CACCACCAGGAGTTCAGGTT 125
ShCCoAOMT2 (RT-gPCR) CTCGTGACCGACAAGCAC AGGGAGTAGCCCGTGAACA 130
ShCCoAOMT1 (RT-gPCR) ACGCCGACAAGGACAACTAC GCGGTAGAAGCGGATGTACT 151
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Determinacao dos polissacarideos da parede celular

De forma geral, Shmyb85 teve mais impacto sobre a composi¢céo da parede celular
do que Shmyb58/63 no internédio 5. Assim, se observa na figura 34A que as linhagens
transgénicas 16, 14, 17, e 15 de Shmyb85 tiveram uma reducdo porcentual
significativa (com respeito ao WT) do conteudo de celulose (-41.66, -32.41, -26.76 e -
14.79, com p<0.05 de 0.0167; 0.0167; 0.0051 e 0.0424, respectivamente). Para o caso
de Shmyb58/63 (Figura 34B) as linhagens 1 e 16 apresentaram reducao porcentual
do conteudo deste polimero de -28.27 e -25.86, com p<0.05 de 0.017 e 0.033,
respectivamente. No que se refere ao contetudo de hemicelulose, s6 a linhagem 15 de
Shmyb85 apresentou reducdo porcentual significativa (-26.1, p<0.05, 0.017, Figura
34C). Em Shmyb58/63 também s6 uma linhagem transgénica (12) experimentou
alteracdo no contetdo deste polimero, com um aumento significativo porcentual
(29.58, p<0.05, 0.012, Figura 34D). E importante destacar que apesar de que em
ambos mutantes s6 uma linhagem transgénica apresentou alteracao significativa, &
evidente a resposta oposta entre estes desde que em Shmyb85 se evidencia uma
tendéncia de aumento deste polimero e o contrario acontece com Shmyb58/63. De
outro lado, para pectina, as linhagens transgénicas 16, 14, 17, e 15 de Shmyb85
apresentaram uma reducao porcentual significativa de -53.87, -51.89, -43.18, -42.79
(p<0.05 com 0.0227; 0.0074; 0.0244 e 0.0188, respectivamente, Figura 34E). Nao
houve alteracéo significativa do contetdo de pectina em nenhuma das linhagens de
Shmyb58/63, p=0.05 (Figura 34F).
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Figura 34 — A e B) Conteudo de celulose C e D) hemicelulose e E e F) pectina no 5°
intern6dio em linhagens transgénicas de Shmyb85, Shmyb58/63 e controles (EV e
WT) Saccharum spp. cultivar hibrido SP-3280. Asteriscos representam diferencas
significativas no contetudo de lignina e razdo S/G entre os tratamentos. As médias
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foram comparados pelo teste de Wilcoxon, p<0.05. As barras verticais indicam o erro
padrdo das médias produto de 3-5 replicatas biologicas.

Determinacado da porcentagem de sacarificacao

Na figura 35A, em Shmyb85 se observa um aumento porcentual significativo nas
linhagens 8, 15, 17, 14, 16 de 50.11%, 63.28%, 90,11%,109,89% e 257.71%,
respectivamente (p<0.05 de 0.0051; 0.0061; 0.0025; 0.0167 e 0.0167). SO as
linhagens 1 e 16 de Shmyb58/63 experimentaram aumento porcentual significativo de
89.13 e 101.79, respectivamente (p<0.05 de 0.017 e 0.017, respectivamente, Figura
35B).

Determinacéo e perfil de compostos fendlicos soluveis totais

Na figura 36A, se observa que so as linhagens 16 e 17 de Shmyb85 apresentaram um
aumento porcentual significativo nos fendis totais de 41.54 e 45.55, respectivamente
(p<0.05 de 0.0167; 0.0025, respectivamente). Nao houve alteracao significativa do
conteddo de fendis totais em nenhuma das linhagens de Shmyb58/63 (Figura 36B).
No que diz respeito ao perfil de compostos fendélicos (Tabela 9) de maneira geral se
observa que Shmyb85 teve mais impacto do que Shmyb58/63. Na Tabela 9A, em
Shmyb85, os contetdos dos &cidos clorogénico e coumarico s6 apresentaram
alteracdes porcentuais significativas na linhagem 16, 547.32 e -70.66,
respectivamente (p<0.05 de 0.000171; 0.01805, respectivamente). Para o acido
quinico s6 a linhagem 17 experimentou um aumento porcentual significativo de 125.82
(p=<0.05, 0.016963). Nao houve alteragdes no acido shiquimico. Shmyb58/63 (Tabela
9B) sO apresentou alteracdo no acido clorogénico, para o qual se observou reducéo
porcentual nas linhagens 12,1,17 e 11 (-85.49, -71.75, -35.87, -59.54,
respectivamente) p<0.05, 0.024847, 0.010530, 0.049137, 0.012081).
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Figura 35 — Porcentagem de sacarificacdo no 5° internédio em linhagens transgénicas
de Shmyb85 (A), Shmyb58/63 (B) e controles (EV e WT) Saccharum spp. cultivar hibrido
SP-3280. Asteriscos representam diferencas significativas no contetddo de lignina e
razao S/G entre os tratamentos. As médias foram comparados pelo teste de Wilcoxon,
p<0.05. As barras verticais indicam o erro padrdo das médias produto de 3-5 replicatas
bioldgicas.
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Figura 36 — Conteudo de fendis totais no 5° internddio em linhagens transgénicas de
Shmyb85 (A), Shmyb58/63 (B) e controles (EV e WT) Saccharum spp. cultivar hibrido
SP-3280. Asteriscos representam diferencas significativas no conteudo de lignina e
razdo S/G entre os tratamentos. As médias foram comparados pelo teste de Wilcoxon,
p<0.05. As barras verticais indicam o erro padréo das médias produto de 3-5 replicatas
biolégicas
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Tabela 9A - Perfil de compostos fendlicos em linhagens transgénicas de Shmyb85 e
controles (EV e WT) Saccharum spp. cultivar hibrido SP-3280. Letras diferentes
indicam diferencas para um composto fendlico entre distintos gendtipos. As médias
foram comparados pelo teste de Wilcoxon, p<0.05. O erro padrao e produto da média
de 3-5 replicatas biologicas.

Genotype

Chlorogenic acid

(mgg* DW)

Coumaric acid

(mgg* DW)

Quinic acid

(mgg* DW)

Shikimic acid

(mgg*DW)

WT

0.131+0.026 b

0.075£0.0114a

1.615+0.189b

0.026 £ 0.005 a

EV

0.166 +0.037 b

0.075£0.010a

1.597+0.318 b

0.016 £ 0.003 a

Shmyb85 8

0.039+0.012b

0.039 + 0.003 ab

3.070+ 0.241 ab

0.037 £ 0.005 a

Shmyb85 16

0.848+0.273 a

0.022+£0.001 b

2.124 £ 0.520 ab

0.024 + 0.002 a

Shmyb85 17

0.154 £0.053 b

0.055 *+ 0.004 ab

3.647+0.339a

0.041 + 0.007 a

Shmyb85 15

0.302 +0.104 b

0.037 £ 0.005 ab

1.746 £ 0.536 b

0.027£0.011a

Shmyb85 14

0.057+0.043 b

0.044 +0.013 ab

2.565 + 0.547 ab

0.033+0.009 a

Tabela 9B - Perfil de compostos fendlicos em linhagens transgénicas de Shmyb58/63
e controles (EV e WT) Saccharum spp. cultivar hibrido SP-3280. Letras diferentes
indicam diferencas para um composto fendlico entre distintos genétipos. As médias
foram comparados pelo teste de Wilcoxon, p<0.05. O erro padrao e produto da média
de 3-5 replicatas bioldgicas.

Genotype Chlorogenic acid Coumaric acid Quinic acid Shikimic acid
(mg g™ DW) (mg g™ DW) (mg g™ DW) (mgg* DW)
WT 0.131 +0.026 ab 0.075:0.011 a 1.615+0.189 a 0.026 +0.005 a
EV 0.166+0.012 a 0.075+0.010a 1.597+0.318 a 0.016 +0.003 a
Shmyb58/63 1 0.037 +0.019 b 0.055 +0.003 a 1.615+0.719 a 0.018 +0.006 a

Shmyb58/63 17

0.084:0.062 b

0.056 +0.005 a

2.696:0.461 a

0.030 +0.005 a

Shmyb58/63 16

0.133+£0.051 ab

0.038 +0.005 a

2.234:0.567 a

0.013 £0.006 a

Shmyb58/63 12

0.019:0.008 c

0.065 +0.009 a

2.506 +0.350 a

0.031:0.004 a

Shmyb58/63 11

0.053:0.020b

0.066 +0.013 a

1.253:0.277 a

0.023:0.006 a
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Determinacgéo de Flavonoides e Antocianinas

Na Figura 37A se observa que para as linhagens 16, 11, 14, 15, 17 e 19 de Shmyb85
houve reducéo porcentual de flavonoides em -54.11, -61.33, -50.63, -55.28,-72.30 e -
50.16, respectivamente (p<0.05, 0.0173, 0.0012, 0.0037, 0.0059, 0.0002 e 0.0212).
Para Shmyb58/63 (Figura 37B) as linhagens 20, 23, 16 e 4 apresentaram reducgéo
porcentual de -58.52,-53.10, -57.39, -56.50, respectivamente (p<0.05, 0.0188, 0.0042,
0.0097, 0.0337). Shmyb85 apresentou reducdo porcentual de antocianinas (Figura
37C) nas linhagens 17, 18 e 2 em -39.55, -60.86 e -37.60, respectivamente (p<0.05,
0.025, 0.00018 e 0.0438). Nado houve mudancas em antocianinas em nenhuma
linhagem para Shmyb58/63 (Figura 37D).
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Figura 37 — A e B) Unidades DUALEX de Flavonoides e C e D) de Antocianinas na
folha +3 em linhagens transgénicas de Shmyb85, Shmyb58/63 e controles (EV e WT)
Saccharum spp. cultivar hibrido SP-3280. Asteriscos representam diferencias
significativas no conteddo das substancias flavonodides e antocianinas. As medias
foram comparados pelo teste de Wilcoxon, p<0.05. As barras verticais indicam o erro
padrao das medias produto de 3-10 replicatas bioldgicas.
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Inducédo da Lignificagdo (injaria)

O teste preliminar de expresséo nas plantas controle (WT) para verificar se a folha
possui capacidade de experimentar inducdo da expressédo dos TFs, frente a injuria
mecanica provocada neste estudo, evidenciou um significativo aumento da expresséo
de ShMYB85 e ShMYB58/63 (3.19 e 5.42 vezes, respectivamente, p=0.01) (Figura
38). Por outro lado, houve uma estimulacdo da expressao para Sh4CL, ShCOMT,
ShF5H, ShHCT (5.55, 8.94, 4.64 e 3.84 vezes, respectivamente, p=0.01). Nao houve
estimulacao para ShCAD8 e ShCAD2. Desde que a maior inducéao foi observada para
ShCOMT dentro deste grupo de genes representativos na rota de biossintese de
lignina, ShCOMT, foi avaliada nas folhas injuriadas e nao injuriadas das linhagens
transgénicas de Shmyb85 e Shmyb58/63 com o intuito de corroborar o papel destes
TFs na lignificacdo. Assim na Figura 39 se observa uma queda paralela no coeficiente
da inducgéo de expresséo relativa de ShMYB85 e ShCOMT nas linhagens transgénicas
7,3,2,18,16 e 14 de Shmyb85. No que se refere a Shmyb 58/63 houve queda paralela
frente a ShCOMT nas linhagens trasngénicas 9, 7, 4, 2, 21, 20, 1, 18, 15, 13,12 e 11.
Entre os coeficientes da inducdo de deposicao de lignina acetyl bromide e inducéo da
expressao relativa das linhagens transgénicas de Shmyb85 e Shmyb58/63 houve
gueda paralela para as linhagens transgénicas 8, 7, 3, 19, 18, 16, 14 e 9, 7, 4, 2, 23,
1,18, 17, 16, 15, 12, 11, respectivamente (Figura 40). Dos resultados anteriormente
indicados podemos inferir que existe uma relagdo direta entre os coeficientes de
inducdo de expressdo de ShCOMT, ShMYB85 e ShMYB58/63 e o0 coeficiente de
inducdo de deposicdo de lignina acetyl bromide das linhagens transgénicas

mencionadas acima para Shmyb85 e Shmyb58/63.
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Figura 38 — Expresséo relativa (RT-qPCR) de genes TFs (A): ShMYB85; ShMYB58/63
e da rota biossintética da lignina (B) em folhas injuriadas e nao injuriadas do controle
(WT) de Saccharum spp. cultivar hibrido SP-3280. Asteriscos representam diferencas
significativas na expressao relativa do gene entre os tratamentos. As médias foram
comparados pelo t-test, p<0.05. As barras verticais indicam o desvio padrdao das
médias de quintuplicatas biolégicas independentes.
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Analise por espectroscopia 2D-NMR

As modificagdes estruturais produzidas no polimero de lignina das paredes celulares
dos transgénicos de Shmyb85 e Shmyb58/63 foram avaliadas “n situ” usando
experimentos de 2D-HSQC NMR no estado de gel, sem a necessidade de isolar a
lignina, comparando os espectros dos transgénicos com aqueles correspondentes aos
controles WT e EV. As regifes aromaticas/insaturadas (6c/6n 90-148/5.7-7.9) dos
espectros 2D-HSQC NMR das amostras dos transgénicos e controles, em conjunto
com as principais subestruturas identificadas, sdo apresentados na Figura 41. Os
sinais cruzados atribuidos nos espectros HSQC estéo listados na Tabela 10. Nas
amostras, 0s principais sinais cruzados observados na regido aromatica/insaturada
dos espectros HSQC corresponderam aos anéis aromaticos e as cadeias laterais
insaturadas das diferentes unidades de lignina: p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil
(S), e dos p-hidroxicinamatos (p-cumaratos, pCA e ferulatos, FA) que estdo
associados a lignina. Sinais para tricina (T), uma flavona que esté presente na lignina
de gramineas foram também observados em todas as amostras. As abundancias
relativas das diferentes unidades de lignina, p-hidroxicinamatos e tricina, estimadas a
partir das integrais do volume de seus sinais nos espectros das linhagens
transgénicas de Shmyb85, Shmyb58/63 e os controles, sdo apresentados nas tabelas
11A e 11B.

A analise de 2D-NMR, evidencia uma diminuicdo significativa dos diferentes
mondmeros de lignina nas linhagens transgénicas de Shmyb85 e Shmyb58/63. Assim
em Shmyb85, os mondmeros: H, G e S, na linhagem transgénica 16 tiveram a maior
queda (0.70%, 7.10% e 5.50%, respectivamente) (p< 0.05; 0.00015, 0.00016,
0.00015) e no caso de Shmyb58/63 foi para a linhagem transgénica 17 (0.87%, 5.80%
e 5.85%, respectivamente) (p< 0.05; 0.005, 0.00015 e 0.00106) quando comparando
ambas linhagens com os controles WT e EV (1.06-1.20, 8.70-10.57 e 7.42-10.50,
respectivamente). No que respeita a razdo S/G, em Shmyb85, as linhagens 16 e 15
apresentaram reducéo neste parametro, sendo so significativa para esta ultima (0.69)
(p<0.05; 0.046457) e em Shmyb58/63, houve aumento na razdo, sendo significativo
esta alteracdo para as linhagens 17 e 16 (1.00 e 0.98, respectivamente) (p<0.05;
0.01204 e 0.03074) em relacdo aos controles WT e EV (0.83% e 0.88%,
respectivamente). Em destaque, a abundancia relativa das unidades totais de lignina

(soma das unidades H, G e S, em relac&o as unidades totais de lignina + carboidratos)
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apresentou reducdo significativa em todas as linhagens transgénicas tanto para
Shmyb85: 16; 13.30%,15; 15.63% e 14; 15.37% (p<0.05; 0.00015, respectivamente)
como para Shmyb58/63: 17; 12.45%,16; 13.63%,12; 13.43% (p<0.05, 0.000152,
respectivamente) quando comparando aos controles WT e EV (17.18% e 21.07%,
respectivamente). A flavona tricina apresentou reducdo significativa somente na
linhagem de Shmyb85 15: 0.53% (p<0.05; 0.02698), enquanto nenhuma das
linhagens de Shmyb58/63 apresentou alteracéo desta flavona (p=0.45703) em relagéo
aos controles WT e EV (0.73% e 0.80%, respectivamente). De outro lado todas as
linhagens avaliadas para Shmyb85 apresentaram queda para o caso do p-coumarato,
sendo que a menor abundéancia relativa foi para a linhagem 16: 7.60% (p<0.05;
0.00254) em sentido contrario com as linhagens de Shmyb58/63 onde ndao houve
alteracdes (p=0.52035) neste p-hidroxicinamato com respeito aos controles WT e EV
(9.35% e 8.93%). O outro p-hidroxicinamato avaliado aqui: o Ferulato, apresentou
reducdo significativa somente na linhagem transgénica de Shmyb85 15: 4.40%
(p=<0.05; 0.01152) e Shmyb58/63 17: 4.87% %( p<0.05). O coeficiente pCA/FA nao
apresentou alteracdes tanto para Shmyb85 (p=0.12463) nem para Shmyb58/63
(p=0.28509).

Por outro lado, adicionalmente na analise de 2D-NMR, foi verificado os carboidratos
presentes na parede celular. A regido dos espectros 2D-NMR mostrando as
correlagcdes dos carbonos anoméricos dos diferentes carboidratos presentes nas
amostras das linhagens de Shmyb85, Shmyb58/63 e controles (WT e EV) é
apresentada na Figura 42, e as atribuicbes dos sinais observados estéo listadas na
Tabela 12. Os principais sinais corresponderam aos arabinoxilanos, e a analise 2D-
NMR nédo detectou alteragbes estruturais importantes na composicdo dos
carboidratos.
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Tabela 10 - AtribuicBes dos sinais de correlacéo de lignina nos espectros 2D HSQC
em linhagens transgénicas de Shmyb85 e controles (EV e WT) de Saccharum spp.
cultivar hibrido SP-3280. Os sinais foram atribuidos por comparacao com a literatura

(del Rio et al., 2012, 2015).

Label Oc/dH Assignment

Ts 93.9/6.54 Ce/Hs in tricin units (T)

Te 98.6/6.20 Cs/Hs in tricin units (T)

So6 103.8/6.69  C./Hzand Ce/Hs in etherified syringyl units (S)
Toe 104.0/7.30  Cz/Hzand Ce/He in tricin units (T)

G. 110.9/6.99  C./H in guaiacyl units (G)

FA 110.9/7.31  C./H: in ferulates (FA)

pCAsand FAs 113.9/6.48  Cs/Hs in p-coumarates (pCA) and ferulates (FA)
Hss 114.5/6.68  Cs/Hsz and Cs/Hs in p-hydroxyphenyl units (H)
Gsls 114.9/6.72  Cs/Hs and Ce/Hg in guaiacy! units (G)

FAs 115.3/6.77  Cs/Hs in ferulates (FA)

pCAzs 115.5/6.77  Cs/Hsz and Cs/Hsin p-coumarates (pCA)

Gs 119.0/6.76  Ce/Hs in guaiacyl units (G)

FA6 123.1/7.11  Ce/Hg in ferulates (FA)

Ho6 127.6/7.17  Cu/Hz and Ce¢/Hs in p-hydroxyphenyl units (H)
pPCA2s 130.1/7.45  Cy/H; and Ce/Hg in p-coumarates (pCA)
pCAzand FA; 145.2/7.56  Cs/H7in p-coumarates (pCA) and ferulates (FA)
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Tabela 11A - Analise 2D-RMN semiquantitativa em linhagens transgénicas de
Shmyb85 e controles (EV e WT) de Saccharum spp. cultivar hibrido SP-3280. A
composicdo da amostra representa a abundancia relativa de unidades de lignina (H,
G, S), tricina (T) e p-hidroxicinamatos (pCA, FA), de acordo com a soma das unidades
totais de lignina e carboidratos*. Letras diferentes representam diferencas para um
composto fendlico entre distintos genotipos. As medias foram comparados pelo teste
de Wilcoxon, p<0.05. O erro padréo e produto da média de de 3 replicatas biologicas.

Genotype H(%) G(%) S(%) (H+G+S) S/G Tricine(%) pCA(%) FA(%) pCA/FA
(%)

WT 1.0640.03b  8.70+0.24b  7.42%0.16 b 17.18+0.17b  0.83#0.02b  0.73#0.04a 9.35:0.27a 5.27+0.11a 1.7940.08 a

EV 1.20:0.00a  10.57+0.08a  9.30+0.05a 21.07+0.12a  0.88+0.01ab  0.80+0.00a 8.93+0.20a 5.57+0.17a 1.6240.03 a

Shmyb8516 0.70:0.00c  7.10:0.30c 5.50+0.36 C 13.30¢0.66d  0.77¢0.01bc  0.73#0.03a 7.60+0.28b 5.10+0.20ab  1.49+0.01a

Shmyb8515 0.46:003d  897:029b  6.20%0.17c 15.63+0.44c  0.69+0.01c 0.53+0.06 b 7.70#0.20b  4.40+0.36 b 1.77+0.10 a

Shmyb8514 0.70:0.00c  7.37:0.29¢c 7.30+0.41bc  15.37#0.33c  1.00+0.08 a 0.63+0.06a 7.97+0.14b 4.90+0.10ab  1.630.06 a

Tabela 11B - Analise 2D-RMN semiquantitativa em linhagens transgénicas de
Shmyb58/63 e controles (EV e WT) Saccharum spp. cultivar hibrido SP-3280.A
composicdo da amostra representa a abundancia relativa de unidades de lignina (H,
G, S), tricina (T) e p-hidroxicinamatos (pCA, FA), de acordo com a soma das unidades
totais de lignina e carboidratos*. Letras diferentes indicam diferencas para um
composto fendlico entre distintos gendtipos. As médias foram comparados pelo teste

de Wilcoxon, p<0.05. O erro padrao e produto da média de 3 replicatas bioldgicas

Genotype H(%) G(%) S(%) (H+G+S) S/G Tricine(%) pCA(%) FA(%) pCA/FA
(%)
WT 1.06+0.03a 8.70+0.24b  7.42+0.16b 17.18+0.17b  0.83+0.02b  0.73+0.04a  9.35+0.27a 5.27+0.11a 1.79%0.08a
EV 1.20+0.00a 10.5740.08a  9.30¢+0.05a 21.07+0.12a  0.88+0.0l1ab  0.80+0.00a  8.93+0.20a 5.57+0.17a 1.62¢0.03 a
Shmyb58/6317 0.87t0.06b 5.80+0.30 ¢ 5.85+0.25¢c 12.45+0.44c¢  1.00+0.01a 0.67t0.03a 897+0.46a 4.87+0.13b 1.84+0.08a
Shmyb58/6316 1.03:0.03a 6.400.51 ¢ 6.20+0.20c  13.63+0.74c  0.98+0.06 a 0.80£0.10a  897+0.31a 4.90+0.11a 1.83+0.05a
Shmyb58/6312 1.08:0.07a 6.45+0.15¢ 5.90+0.13c 13.43+0.26c  0.91:x0.00ab  0.70+0.04a  8.65:0.24a 5.28+0.16a 1.650.08a

* As abundancias das unidades de lignina (H, G, S), tricina (T) e p-hidroxicinamatos
(pCA, FA) foram calculadas a partir da integracdo de seus respectivos sinais e as
unidades de carboidratos (xilose, glicose e 4-O-metil-a-D-4cido glucurdnico) da
integracdo dos sinais de carbono anomérico, sendo referidos a lignina total (H+G+S)
e unidades de carboidrato (unidades de lignina + carboidrato = 100).
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Figura 41 — Caracterizagdo estrutural da lignina por 2D-RMN. Os espectros 2D-HSQC NMR (em
DMSO- ds) séo apresentados para as regibes aromaticas/insaturadas (6c/dn 90-148/5.7-7.9) de
paredes celulares das linhagens de Shmyb85, Shmyb58/63 e controles (EV e WT) em Saccharum spp.
cultivar hibrido SP-3280. As principais estruturas encontradas sdo as unidades: p-hidroxifenil (H),
guaiacil (G) e siringil (S), e os p-hidroxicinamatos (p-cumarato, pCA e ferulato, FA). As estruturas sao
coloridas para coincidir com os contornos atribuidos nos espectros de NMR. Valores integrados para
cada mondmero de lignina (H, G, S), pCA e FA (de acordo com a soma da unidades totais de lignina e

carboidratos). As atribui¢cdes de sinal estdo listadas na Tabela 10.
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Figura 42 — Caracterizagdo estrutural de carboidratos por 2D-RMN. Regides anoméricas de

carboidratos (6c/61 89-110 / 3,7-5,8) dos espectros de 2D-RMN HSQC 2D (em DMSO- ds) de paredes
celulares das linhagens de Shmyb85, Shmyb58/63 e controles (EV e WT) em Saccharum spp. cultivar

hibrido SP-3280. As estruturas sao coloridas para coincidir com os contornos atribuidos nos espectros

de NMR. As atribuicdes dos sinais de carboidratos estao listadas na Tabela 12.
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Tabela 12 - Atribuicdes dos sinais de correlacdo para os carbonos anoméricos nos
espectros 2D HSQC dos diferentes carboidratos identificados presentes em linhagens
transgénicas de Shmyb85, Shmyb58/63 e controles (EV e WT) de Saccharum spp.
cultivar hibrido SP-3280.

Label Oc/dH Assignment

aX1(Rr) 92.1/4.88 a-D-xylopyranoside (R) [a-D-glucopyranoside (R)]
BX1r) 97.2/4.23 B-D-xylopyranoside (R) [3-D-glucopyranoside (R)]
Uz 97.2/5.15 4-0O-methyl-a-D-glucuronic acid

X1 99.3/4.49 2-O-acetyl-B-D-xylopyranoside

Xu/X'1 101.5/4.26 B-D-xylopyranoside + 3-O-acetyl-B-D-xylopyranoside
Gl 102.8/4.23 (1—4)-B-D-glucopyranoside

Gl 103.1/4.17 (1—3)-B-D-glucopyranoside + (1—6)-B-D-glucopyranoside
Ary 104.4/5.41 a-L-arabinofuranoside

Ary 106.9/5.33 a-L-arabinofuranoside

Ari 107.7/4.76 a-L-arabinofuranoside

Expresséo genicade TFs: ShMYB85 e ShMYB58/63 e genes representativos da
rota biossintética da lignina em linhagens transgénicas de Shmyb85,
Shmyb58/63 e controles (EV e WT) Saccharum spp.

Expressao de Fatores de Transcricdo: ShMYB85 e ShMYB58/63

Nas figuras 43A e 43C se observa que as linhagens 15, 16, 17 e 8 de Shmyb85
apresentaram uma reducdao significativa na expressédo de ShMYBS85 de -0.67, -0.82, -
0.84 e -0.78 vezes, respectivamente (p<0.05, 0.0051, 0.0167, 0.0025, 0.0025). Para o
caso de Shmyb58/63 (Figuras 43B e 43D), nas linhagens 1, 11, 12 e 16 houve reducao
de -0.27, -0.22, -0.05,-0.08 vezes, respectivamente (p=0.05). Particularmente na
linhagem 17 houve um aumento significativo em destaque de 1.35 vezes (p<0.05,
0.038)

Expresséo de genes representativos da rota biossintética da lignina

As figuras 44A e 44B apresentam o perfil de expressao relativa para os genes
ShCADS8, ShCAD2, ShCCoAOMT2, ShCOMT, ShF5H e ShCCoAOMT1 em linhagens
de Shmyb85 e Shmyb58/63 e controles (EV e WT), onde se observa uma tendéncia
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marcante na reducdo de expressdo destes genes. Assim, primeiramente para
Shmyb85 (Figura 44A) em ShCADS8 (Figura 44A1) houve reducdo significativa da
expressdo nas linhagens 14, 15 e 16 (-0.68, -0.55 e -0.75 vezes, respectivamente,
p=<0.05, 0.0167, 0.0025, 0.0025). Para ShCAD2 (Figura 44A2), ShCCoAOMT1 (Figura
44A6) e ShF5H (Figura 44A5) houve reducdes significativas para todas as linhagens,
oscilando entre -0.48 e -0.80; -0.29 e -0.67; -0.76 e -0.92, respectivamente (p<0.05).
ShCCoAOMT2 (Figura 44A3) ndo experimentou queda significativa da expressao.
ShCOMT (Figura 44A4, apresentou reducgao significativa na maioria das linhagens
(queda que oscilou entre -0.01 e -0.64, vezes, p<0.05). Particularmente € importante
informar que na linhagem 8 os genes ShCAD8, ShCCoAOMT2, ShCCoAOMT1 e
ShCOMT apresentaram aumento de 0.8, 4.8, 6.6 e 1.3 vezes, respectivamente
(p=<0.05, 0.0025 para todos os genes). No que diz respeito a Shmyb58/63, o gene
ShCADS8 (Figura 44B1) apresentou queda significativa da expressdo na maioria das
linhagens (a excegao da linhagem 1), oscilando entre -0.66 e -0.74 vezes (p<0.05).
Em ShCAD2 (Figura 44B2) houve queda significativa apenas na linhagem 1 (p<0.05,
0.017). ShCCoAOMT?2 (Figura 44B3) experimentou alteracdo no teor de expressao,
evidenciando um aumento s6 na linhagem 1, em 10.24 vezes (p<0.05, 0.017). Para
ShCCoAOMTL1 (Figura 44B6) houve reducao nas linhagens 11 e 16, oscilando entre -
0.48 e -0.61 vezes, respectivamente (p<0.05, 0.012 e 0.017). O teor de expressao de
ShCOMT (Figura 44B4) foi reduzido nas linhagens 1, 11, 12, e 16, oscilando entre -
0.70 e -0.92 vezes (p<0.05). Finalmente, em trés linhagens transgénicas (11, 12 e 16)
de Shmyb58/63 houve reducao significativa de ShF5H (Figura 44B5), que oscilou
entre -0,60 e -0.77 vezes (p<0.05).
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Figura 43 — Expresséo relativa (RT-gPCR) e fold-change de genes TFs (A e C):
ShMYBS85 e (B e D) ShMYB58/63, respectivamente no 5° internddio de linhagens de
transgénicas de Shmyb85 e Shmyb58/63 Saccharum spp. cultivar hibrido SP-3280.
Asteriscos representam diferengas significativas na expressao relativa dos genes
entre os tratamentos. As médias foram comparados pelo teste de Wilcoxon, p<0.05As
barras verticais indicam o desvio padrdao das médias de quintuplicatas biolégicas
independentes.
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Figura 44 — Expressédo relativa (RT-gPCR) de genes representativos da rota
biossintética de lignina, respectivamente, no 5° internédio de linhagens de
transgénicas de Shmyb85 (A) e Shmyb58/63 (B) Saccharum spp. cultivar hibrido SP-
3280. Asteriscos representam diferencas significativas na expresséao relativa de um
gene particular entre os tratamentos. As medias foram comparados pelo teste de
Wilcoxon, p<0.05. As barras verticais indicam o desvio padrdo das meédias de
quintuplicatas bioldgicas independentes.
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3. Discussao

Plantas com metabolismo C4, especialmente aquelas pertencentes a subfamilia
Panicoideae como: cana-de-agucar, Sorghum, Miscanthus e Panicum emergem como
potenciais culturas bioenergéticas devido ao seu alto potencial de producdo de
biomassa e fixacdo de carbono (van der Weijde et al., 2013). A parede celular vegetal
€ um recurso abundante (40% a 80% da biomassa é vegetal) e promissor para a
producdo de etanol 2G (Pauly & Keegstra, 2008; Welker et al.,, 2015). Uma das
principais dificuldades para a conversao dos polissacaridos em acucares fermentaveis
€ a presenca da lignina, devido principalmente a sua propriedade de resistir a
degradacdo e a diversidade de ligacdes de baixa reatividade, fazendo que este
polimero fendlico seja o principal responsével pela recalcitrancia da parede celular
secundaria (SCW) ( Chen & Dixon, 2007; Van Acker et al., 2013; Wilkerson et al.,
2014). Portanto uma compreensdao dos mecanismos reguladores subjacentes a
biossintese e deposi¢cdo de lignina € essencial para o desenvolvimento de novos
gendtipos de gramineas energia para o aproveitamento de bioetanol lignocelulésico.

Muitos fatores de transcricdo envolvidos diretamente ou indiretamente na regulacéo
da biossintese da lignina tem sido identificados e caraterizados, principalmente em
eudicotiledbneas modelo como Arabidopsis, Populus e Nicotiana (Gray et al., 2012;
McCann & Carpita, 2008; Vogel, 2008; Zhao & Dixon, 2011), porém a informacédo no
gue respeita a gramineas € ainda limitada (Bhatia et al., 2019) e muito pouco ou quase
ndo compreendida em cana-de-acUcar. (Brito et al.,, 2015; Martins et al., 2018;
Poovaiah et al., 2016). Apesar da distinta composi¢cdo de SCW que permite inferir um
distinto controle transcricional da lignificacdo entre eudicotiledbneas e
monocotiledéneas (Handakumbura & Hazen, 2012), TFs ortélogos de
eudicotiledéneas regulando a SCW foram identificados no genoma de gramineas e 0
perfil de expressdo tem ajudado a identificar possiveis reguladores candidatos
implicados na deposi¢cao do SCW neste tipo de plantas. Umas das primeiras tentativas
ainda usadas e o desenvolvimento de sistemas heterdlogos para avaliar a funcéo de
um grupo de TFs em arroz, milho e outras gramineas na regulacéo da deposicdo da
SCW (Cesarino et al.,, 2016). Todos estes estudos em sistemas heter6logos tem
mostrado informagfes importantes, mas € necessario mais identificacbes e
caracterizacOes de TFs in planta em gramineas para entender a regulacdo de forma

especifica na deposicao da lignina, visando a producéo e o desenvolvimento do E2G.
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O presente trabalho teve como objetivo principal, identificar e caracterizar fatores de
transcricdo que regulem enzimas da biossintese da lignina em Saccharum spp.

visando a alteracdo e modulacdo da deposicéo de lignina na SCW.

Preliminarmente a analise filogenética revelou que ShMYB85 (Sh_250M06_t000170)
e ShMYB58/63 (Sh_227K15 t000030) sdo potenciais ortdlogos das sequencias
identificadas e ou caracterizadas dos TFs ativadores especificos de lignina: AtMYB85
(Zhong et al., 2008), PtrMYB92 (Zhong et al., 2011), OsMYB42/85 (Hirano et al., 2013)
,PVMYB42/85B (Rao et al. 2019), ZmMYB152 (Zhang et al., 2016; Bhatia et al., 2019)
e AtMYB58/63 (Zhou et al., 2009), OsMYB58/63 (Hirano et al., 2013; Noda et al.,
2015), PvMYB58/63C (Rao et al, 2019), SbMYB60 (Scully et al., 2016),
respectivamente (Figura 9, Cap 1). As sequencias aminoacidicas de ShMYBS85 e
ShMYB58/63 indicam que sdo TFs R2R3-MYB com motivos R2 e R3 conservados
(Figura S2). Além disso o conjunto de informacdes relacionadas a correlagdo de
Pearson (Figura 12, Capl), a analise de componentes principal (PCA) (Figura 13,
Capl ) de redes bayesianas (Figura 14, Cap 1) , o ensaio de transativacdo de
protoplastos (Figura 17, Capl) e o experimento da inducdo da injuria em folhas
(Figuras 39 e 40) , acrescentou 0 nosso conhecimento sobre a regulacéo da deposicao
de lignina nas espécies de Saccharum por parte de ShMYB85 e ShMYB58/63, o0 que
0s converte como potenciais candidatos para modificacdo genética e no
desenvolvimento de novos genétipos em cana-de-agucar para 0 aproveitamento de
bioetanol lignoceluldsico. Para corroborar esta hipétese se ShMYB85 e ShMYB58/63
regulam a deposicao de lignina e/ou da SCW in planta, nés desenvolvemos linhagens
transgénicas silenciadas para estes TFs (Shmyb85 e Shmyb58/63) em Saccharum
spp. cultivar hibrido SP-3280 enfatizando as oportunidades e desafios de usar estes
TFs MYBs como ferramenta de engenharia genética.

Destacamos que Shmyb85 e Shmyb58/63 tiveram similitudes e diferencas no que
respeita a mudancas no metabolismo de lignina relacionados ao contetdo e
composicao de lignina, associados a testes histoquimicos e perfil de expressao de
genes representativos da biossintese deste polimero. Um dos aspectos a assinalar
como se observa nas Figuras 30C-D e 43C-D, € que as linhagens de Shmyb85
apresentaram reducéo significativa no conteudo de lignina acetylbromide e da
expressao de ShMYB85 em 18.7% e 0.67-0.84 vezes, respectivamente, no entanto

as linhagens de Shmyb58/63 apresentaram reducédo nao significativa da expressao
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de ShMYB58/63 e significativa do conteudo de lignina acetylbromide em 0.05-0.27
vezes e 15.3%, respectivamente. A diferenca da reducdo do conteudo de lignina
acetylboromide também se observou nas analises histoquimicas com o teste de
Weisner (floroglucinol-HCI). Em comparacdo com Shmyb58/63, nas distintas
linhagens de Shmyb85 as coOrtex dos entrends seccionados transversalmente tém
menor colorag&o nos feixes vasculares e as paredes dos elementos celulares como a
hipoderme, epiderme, esclerénquima e as fibras vasculares aparecem mais finos e
menos lignificados, contribuindo significativamente com o menor conteddo deste
polimero (Figuras 31 e 32). Reforgcando a presenca de fendétipo nestes transgénicos,
a analise 2D-RMN das linhagens elites dos transgénicos (Tabela 11A-11B) revelou
gueda diferencial do contetdo de lignina em ambos transgénicos. Devemos indicar
que apesar da reducédo da expressdo de ShMYB58/63 em Shmyb58/63, nao foi
significativa, houve em varias linhagens deste transgénico apresentando fendtipo
(queda de lignina acetylbromide e lignina por dosagem 2D-RMN). Os Unicos estudos
apresentando silenciamento para MYB85 e MYB58/63 sdo aqueles em O. sativa
(Hirano et al., 2013) e P. virgatum (Rao et al. 2019) até o momento. Similar ao descrito
em O. sativa onde o silenciamento de OsMYB58/63 nao provocou fenoétipo (Hirano et
al., 2013), em P. virgatum silenciando PvMYB42/85A e PvMYB58/63B (com reducéo
de transcritos destes TFs), ndo foi observado fenétipo traduzido em conteddo de
lignina acetylbromide, mas com reducdo dos genes da biossintese deste polimero
(Rao et al., 2019). O acontecido em Shmyb58/63 em termos de redugdo n&o
significativa da expressdo de ShMYB58/63, mas com evidente fendtipo
hipoteticamente pode ser devido principalmente a: 1) Uma leve supresséo,
consequéncia de uma baixa frequéncia de insercéo do transgene aleatéria no genoma
complexo de Saccharum spp. cultivar hibrido SP-3280 (vetor contendo o RNAI para
silenciamento de ShMYB58/63) e/ou, 2) redundancia de genes paralogos de
ShMYB58/63 ndo identificados neste estudo, desde que o genoma de cana-de-agucar
até o momento devido a sua complexidade néo esta sequenciado completamente. O
seguenciamento completo do genoma e banco de dados mais robustos em cana-de-

acucar pode lancar luz sobre estas hipéteses.

Os genes representativos da rota biossintética da lignina relacionados ao contetdo e
composicdo (aqueles que governam o braco da biossintese da Lignina S e G que

influem na razdo S/G) avaliados aqui (Figuras 44A-B) apresentaram de forma geral,
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reducdo no teor do seus transcritos, tanto Shmyb85 como para Shmyb58/63,
demonstrando com isto que existe uma associacao de ShMYB85 e ShMYB58/63 com
a regulacéo da rota da biossintese de lignina. Um dado que € de destacar € a reducao
da expressao de ShF5H observada para Shmyb85 e Shmyb58/63, resultado que foi
coerente com o observado no ensaio de transativacdo de protoplastos (Figura 17,
Capl) executado com os parentais de cana-de-agucar, onde ShMYB85 e
ShMYB58/63 impulsionou a ativagdo dos promotores de ShF5H, mais
especificadamente em S. officinarum. Tem sido descrito que em Arabidopsis e
Medicago truncatula, MYB58/63 aparece a ativar todos os genes da rota da
biossintese da lignina com excecao de F5H desde que o promotor desse gene nessas
plantas carecem de motivos AC (Zhao & Dixon, 2011). De outro lado em Arabidopsis,
a abundancia de transcritos de F5H é influenciado positivamente por SND1 e MYB103
(Ohman et al., 2013). EQMYB2 um TF homélogo de AtMYB46/83 induz a expressao
de F5H (Goicoechea et al., 2005) e o repressor em Z. mays (ZmMYB42) aparece a
regular negativamente a F5H, indicando que o promotor deste gene possui motifs AC-
like (Fornalé et al., 2010). A super-expresssao de PvMYB4 de P. virgatum em tabaco
e em P. virgatum provocou em ambas plantas a reducdo de expressao de F5H (Shen
et al., 2012) . Portanto a regulacéo da expressao de F5H é um caso particular no qual
cada espécie de plantas pode ter diferentes mecanismos transcricionais, indicando
gue os parentais de cana-de-acucar e os hibridos podem regular a biossintese da
lignina de uma forma espécie-especifica. Dados adicionais que respaldam a regulagéo
de ShMYB85 e ShMYB58/63 na expressédo F5H, neste item, sdo aqueles obtidos por
nds aqui no que respeita a correlacdo de Pearson entre a expressao destes TFs e
F5H, onde ShMYB58/63 e ShMYBS85 tiveram um coeficientes de 0.93, e 0.97 e
respectivamente em S. officinarum em quanto os mesmos TFs tiveram coeficientes
de 0.92, e 0.8 em S. spontaneum (Figura 12, Capl) Além disso ultimamente o Unico
trabalho até o momento similar a nossos resultados obtidos na transativacéo e o
silenciamento foi o reportado em P. virgatum onde PvMYB42/85A e PvMYB58/63
transativaram os promotores de COMT e F5H (Rao et al., 2019).

De outro lado, F5H e COMT, sdo considerados como pontos criticos e limitantes na
biossintese da lignina S (Chen & Dixon, 2007; Li et al.,, 2003; Ralph et al., 2006)
influindo na razdo S/G que é uma das caracteristicas importantes para prever o grau

e natureza da condensacéao do polimero e, consequentemente, sobre a recalcitrancia
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da biomassa vegetal (Kiyota et al., 2012), no processo de digestibilidade e/ou o
rendimento da sacarificacdo (Takeda et al., 2017), desde que ligninas S sdo mais
susceptiveis a hidrolise do que lignina G (Ferrer et al., 2008) como demonstrado em
mutantes comt e f5h por silenciamento e super-expresssdo em espécies tais como
Arabidopsis (Meyer et al., 1998), P. virgatum (Wu et al., 2019), S. bicolor (Tetreault et
al., 2020), O. sativa (Takeda et al., 2017), e Populus (Huntley et al., 2003). A digestéo
da biomassa (internodio 5°) dos transgénicos com NaOH para avaliar o coeficiente
S/G, permitiu evidenciar que as linhagens de Shmyb58/63 apresentaram aumento
significativo da razdo S/G (29.18%-69.68%) do que aquelas de Shmyb85 onde néo se
observa reducéo significativa (Figuras 30 E-F). Quando analisando as linhagens elites
de ambos transgénicos nos resultados de espectroscopia 2D-NMR estes confirmam
0 aumento da razdo S/G para Shmyb58/63 (linhagens: 17 e 16), enquanto para
Shmyb85 sé a linhagem 15 apresentou queda significativa deste parametro. De outro
lado Shmyb85 apresentou maior teor de unidades G do que Shmyb58/63 (Tabelas
11A-11B). Os valores da razdo S/G apresentados aqui para 0s transgénicos se
relacionam também com os teores dos transcritos observados em ShF5H, desde que
a reducdo em Shmyb85 foi maior (0.92 vezes) do que Shmyb58/63 (0.77 vezes)
enquanto a queda da expressao dos genes que governam a biossintese de lignina G:
ShCCoAOMT1 (CCoAOMT A) foi similar para Shmyb85 (0.67) como para
Shmyb58/63 (0.61). ShCCoAOMT2 (CCoAOMT B) interessantemente néo apresentou
gueda para nenhum dos transgénicos (Figuras 44A e B). A andlise histoquimica de
Maulle também revela a razdo S/G diferencial entre os transgénicos desde que na
regido periférica, os feixes vasculares, as fibras ao redor destes e as células
parenquimatica nas linhagens transgénicas de Shmyb85 (Figuras. 31 K-S)
apresentam um predominio de coloracdo amarelada, indicando lignina G. Enquanto
Shmyb58/63 os feixes vasculares da regido periférica apresentam fibras com
deposicao de lignina diferenciada, desde que as camadas de fibras, mas internas dos
feixes apresentam coloracdo amarela lignina G, enquanto as mais externas coloragéo
avermelhada lignina S, indicando também que as células parenquimaticas desta

regido tem coloracédo vermelha Lignina S (Figuras 32S, 32K, 32M, 320 e 32Q).

Como mencionado acima, as diferentes propor¢cdes dos mondmeros, definindo a
composicdo de lignina e em consequéncia a razdo S/G afetam a estrutura fisica da

lignina e portanto o rendimento de sacarificacdo (Takeda et al., 2017). Em coeréncia
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com isto, na Figura 35B, se observa que as linhagens de Shmyb58/63: 1 e 16 que
experimentaram aumento significativo da razdo S/G tiveram um rendimento
porcentual da sacarificacdo de 89.13 e 101.79 respectivamente (E importante deixar
em claro que outros fatores tais como a queda de lignina podem ter contribuido
naquelas linhagens no que respeita a sacarificagdo). Em sentido contrario, esta
premissa nao tem lugar em Shmyb85 desde que ndo houve nenhuma relacdo entre a
razdo S/G e o porcentual de sacarificacdo. De outro lado parece logico afirmar que a
diminuicao do conteudo de lignina e a configuracdo anatdémica de linhagens celulares
com SCW menos espessas e com menor deposicéo de lignina observada nos testes
histoquimicos seriam o0s Unicos fatores determinantes nos porcentuais de
sacarificacdo notaveis para Shmyb85 (Figura 35A) (Wilson and Hatfield, 1997; Chen
et al., 2002; Grabber et al., 1992). Porém a acessibilidade pelo coquetéis fungicos aos
polissacarideos estruturais da parede celular € muito limitada também por compostos
fendlicos, aroméaticos e particularmente por p-acidos hidroxicinamicos (acidos
ferdlicos(FA) e é&cido p-coumarico(pCA)) (Zhang et al., 2019). Uma importante
caracteristica em gramineas em comparacdo com as eudicotileddneas é as
guantidades significativas destes p-acidos hidroxicinamicos (Molinari et al., 2013;
Hatfield et al., 2017) Ambos hidroxicinamatos, especialmente o ferulato, permitem o
entrecruzamento entre lignina e hemiceluloses, enquanto que p-coumarato
principalmente acila as unidades S e a sua acumulacdo esta associada com a
lignificagdo e com a maturidade da parede celular, sendo considerado como um bom
marcador bioquimico para predizer a deposicéo de lignina (Zhang et al., 2019; Hatfield
et al., 2017). Assim, avaliando o conteudo de fendis totais por Folin-Ciocalteu, usando
como padrao acido clorogénico (desde que é um dos fendélicos mais abundantes em
cana-de-acucar (Colombo et al., 2005)), Shmyb85 apresentou nas linhagens 16 e 17
um aumento de 41.54% e 45.55%, respectivamente, enquanto que Shmyb58/63 nao
apresentou mudancas (Figuras 36 A-B). De outro lado observando o perfil fendlico,
em destaque na linhagem 16 de Shmyb85 houve aumento significativo (547.32 %) de
acido clorogénico e reducao (-70.66) de acido coumarico, enquanto no que respeita
ao acido quinico houve aumento nas linhagens, mas so foi significativa esta alteracao
em Shmyb85 17 (125.82%). Shmyb58/63 s6 apresentou reducéo significativa no acido
clorogénico sendo significativa esta variagdo nas linhagens 12,1,17 e 11 (-85.49, -
71.75, -35.87, -59.54, respectivamente) (Tabelas 9A-9B). Nesse sentido observamos

gue em Shmyb85 houve aumento de teor de compostos fendlicos, hipotetizando que
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estas alteracdes provavelmente se deva a que um subconjunto de genes da rota dos
fenilpropandides sejam super-expressos (como resposta a um reajuste devido ao
silenciamento), aumentando o fluxo atraves de somente alguns passos da rota e
levando a acumulacdo de intermediarios, mas ndo a uma maior biossintese de
monoligndis ou a incorporacdo na lignina (Scully et al., 2016), favorecendo ao
rendimento em sacarificacdo. Em sentido contrario em Shmyb58/63 a reducdo de
acido clorogénico evidenciaria que derivados deste acido cinamico se estariam
incorporando na rota biossintética dos monolignéis, favorecendo a lignificacdo (Silva
et al., 2019) afetando a sacarificacdo. Adicionalmente a anédlise 2D-RMN, evidenciou
gque em Shmyb85 15 e Shmyb85 14 houve reducédo de tricina e de p-coumarato em
todas as linhagens transgénicas elite de Shmyb85 quando comparando com
Shmyb58/63 onde ndo houve alteracdes (Tabelas 11A-11B). Assim, tomando em
consideracao todas as observacdes mencionadas acima se explicaria em parte a

diferenca em rendimento de sacarificacdo a favor de Shmyb85.

No que respeita aos efeitos do silenciamento de ShMYB85 e ShMYB58/63 sobre o
conteldo dos polissacarideos da SCW e outros compostos associados (Figuras 34 e
37), foi observado que ambos transgénicos apresentaram reducdo do conteudo de
celulose, sendo que em destaque Shmyb85 apresentou a maior alteragdo. Shmyb85
especificadamente apresentou reducdo no conteudo de pectinas em sentido contrario
ao observado em Shmyb58/63 onde ndo houve alteracbes. O conteudo de
hemiceluloses observado ndo permite concluir um padréo de alteracéo por efeito do
silenciamento desde que s6 a Shmyb85 15 apresentou reducdo deste polimero
enquanto em Shmyb58/63 s6 a linhagem 12 apresentou aumento. Além disso,
avaliando os carboidratos presentes nas paredes celulares dos transgénicos por
andlise 2D-NMR, os principais sinais corresponderam aos arabinoxilanos (uns dos
componentes principais das hemicelulosas), mas nao apresentaram diferencas entre
0s transgénicos (Figura 42). Em destaque ambos transgénicos apresentaram reducao
no conteudo de flavonoides, enquanto sé6 Shmyb85 experimentou queda nas
antocianinas (Figura 37). Zhong et al. (2008) descreveu que o ativador especifico de
lignina AtMYB85 atraves de um ensaio de protoplastos para corroborar o seu papel
na ativacao de genes dos componentes SCW, impulsionou a ativacdo do promotor
do genes 4CL1 da rota biossintética de lignina (Boerjan et al., 2003) mas néo para

aqueles de CesA8 (celulose) (Taylor et al., 2004) e IRX9 (hemicelulose)(Pefa et al.,
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2007). De forma similar em Arabidopsis, AtMYB58/63 ativaram especificadamente
genes da rota biossintética de lignina (Zhou et al., 2009), apresentando os promotores
destes genes motivos AC, mas nao para que aqueles relacionados a celulose (Suzuki
et al., 2006; Taylor et al., 2004) e xilanos (hemiceluloses) (Bromley et al., 2013; Rennie
& Scheller, 2014). Em monocotiledoneas: Noda et al. (2015) demonstrou usando
transativacdo de protoplastos que em O. sativa: OsMYB58/63 e OsMYB42/85
(ortdlogo de AtMYBS85) sdo ativadores transcricional que regulam a biossintese de
celulose e lignina por impulsionar a ativacao do promotor da OsCesA7 (Tanaka et al.,
2003) e OsCAIdOMT1 (Koshiba et al., 2013). Em S. bicolor, a super-expresssao de
SbMYB60 (ortdlogo de AtMYB58/63) alterou os conteudos de lignina, celulose e
xilanos (Scully et al., 2016). De outro lado a super-expresssdo de ZmMYB167
(ortélogo de AtMYB85) em B. distachyon e Z. mays nao provocou alteracbes nos
polissacarideos, mas induziu a biossintese de lignina e compostos fendlicos
associados a SCW e recentemente Rao et al. (2019), descreveu que em internédios
de P. virgatum a super-expresssdo de PvMYB58/63A aumentou a expressao de
genes relacionados a biossintese de celulose e hemicelulose tais como: celulose
sintase, xilano sintase e da biossintese de flavondides. Em sentido contrario a
superexpressdo de PvMYB85A diminuiu a biossintese de genes da biossintese da
celulose relacionados a parede celular priméria, secundaria e hemiceluloses, nao
houve alteracdes no que respeita aos genes da biossintese de flavondides. Tanto
PvMYB58/63A como PYMYB85A aumentou o contetdo de lignina e genes associados
ao polimero. Depois de mencionar os diferentes estudos acima e apesar de que tem
sido demonstrado que a funcdo regulatéria da SCW entre eudicotiledbneas e
gramineas é conservada por parte de alguns TFs é evidente que existe diferencas na
regulacéo transcricional da SCW entre Arabidopsis e monocotileddneas incluindo o
hibrido de cana-de-acucar aqui silenciado, para MYB85 e MYB58/63, sendo que nas
monocotileddneas estes TFs sdo amplos reguladores da SCW, hipotetizando que isto
pode ser devido a uma diferente composi¢cao dos promotores dos distintos genes
envolvidos nas diferentes rotas biossintéticas da SCW (Noda et al., 2015), desde que
mudancgas na composi¢do dos motivos cis regulatérios tem sido considerados como
0s principais contribuintes para a evolucao de caracteres especificos entre distintos
tipos de plantas (Yokoyama et al., 2014), entre espécies de um mesmo género e
monocotileddéneas proximas filogeneticamente. Por exemplo, Z. mays e 0 seu

progenitor teosinte apresentaram variacdo na composicao do elementos cis em muitos
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promotores entre genes ortdlogos (Lemmon et al., 2014). De outro lado os padrdes
de ligacdo de um TF em particular ao promotor de um gene alvo e a auto-regulacéo
(ligacdo ao seus proprio promotor) tem vindo mostrar a ser especificos da espécie
indicando uma potencial sub-funcionalizacdo explicando a divergéncia funcional da
regulacdo entre S. bicolor, Z. mays, O. sativa (Agarwal et al. 2016) e Arabidopsis, tal
como o exemplo que foi mencionado acima para o caso de MYB58/63 que pode
regular diferencialmente a deposi¢do dos polimeros segundo a espécie (Noda et al.,
2015).

4. CONCLUSAO

Aqui neste estudo, nds informamos sobre a caracterizacao funcional do silenciamento
dos homdlogos identificados como ativadores especificos de lignina: ShMYB85 e
ShMYB58/63 em Saccharum spp. cultivar hibrido SP-3280. Apesar da baixa
similaridade em termos de sequéncias entre ShMYB85, ShMYB58/63 e o seus
homologos caracterizados em Arabidopsis, a regulacdo da SCW por parte dos TFs
estudados aqui em cana-de-acucar e o descrito para Arabidopsis foi de certa forma
conservada embora tenha sido encontradas diferencas fenotipicas particulares para
0s transgénicos gerados para cana-de-acUcar. De outro lado entre os transgénicos
Shmyb85 e Shmyb58/63 houve similitudes e diferencas no que respeita a mudancas
no metabolismo de lignina, relacionados ao conteddo e composi¢do de lignina,
associados a testes histoquimicos e perfil de expressédo de genes representativos da
biossintese deste polimero. O silenciamento de ambos os ativadores em cana-de-
acucar, também teve diferenciais implicacdes na composi¢do da polissacarideos da
parede celular, assim como também de compostos relacionado a lignina tais como:
fendis, flavonoides e antocianinas. Uma analise 2D-RMN das linhagens elite dos
transgénicos reforcou estruturalmente as mudancas na deposicdo de lignina e
polissacarideos encontradas por efeito do silenciamento de ShMYB85 e ShMYB58/63.
Portanto, aqui enfatizamos as oportunidades e desafios de usar estes TFs MYBs
como ferramenta de engenharia genética, para redesenhar a SCW com fins de
bioenergia, sendo que o conhecimento gerado aqui € vital para ajudar a impulsionar
as praticas tradicionais de melhoramento em cana-de-agucar e abordagens
biotecnoldgicas para a producdo de biomassa lignocelulésica e o aproveitamento

desta para o desenvolvimento do etanol de segunda geragéo (E2G).
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6.MATERIAL SUPLEMENTAR

Figura S1 — Alinhamento de sequéncias de nucleotideos da regido regulatoria isolada dos genes da via biossintética de

lignina ShCAD8, ShCOMT e ShF5H nas espécies: Saccharum spontaneum e Saccharum officinarum.
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AATACACTAAAAAACTTGAGGGGTTAAAAGGAAAACCTGTTGTGCTCTAGTAAATTAATATTTTTCTAGGATTAATTTAATATCCTTGTTCTCACTGTCA
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

P o S o o o O o L o L o o o e L E o o ISP |

ACTGTGCGAGTACTCCAACTCTATCCCTTTCTCATGATCCTAGAAGACAARCCATAACCCAATTTCEAATINCAAARTAAATAAATAAATAAAAATGTATT]

ACTGTGCGAGTACTCCAACTCTATCCCTTTCTCATGATCCTAGAAGACAAICCATAACCCAATTTCIAAAT[eCAAAATAAATAAATAAATAAAAATGTATT]
1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400

..|....I....I....I....I....I....I....I... ... 0. NP T P P e P e e e |

CTAT TAGGAAAGATATAGAGTCTCTT AACTTGCTGTGAGTATTCCTACTCCAT]
A ATCT) TRTA TRTCTTGEACTTGCTGTGAGTATTCCTACTCCAT)
1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500

AU [N (RIS IVUVAUARN IVUPAPRRN IVUPAPR IVUPRPRO IPAPRPR IO IO (ORI (PRPUUIORY PR [SUUIPIURY IVUPIDIORN IVUPIPIRS IVIVAPRRN ISP ISP IO
CCCTTTCTCATGACCTAGCAGGCGAGCCATAACCCAGTTTGAAACGAATACAAAAAGAATAAATAAAAA TGTATATGTGTATATTAAAAGAGATCCTAT
ICCCTTTCTCATGACCTAGCAGGCGAGCCATAACCCAGTTTGAAACGAATACAAAARGAATAAATAAAAAATGTATATGTGTATATTAAAAGAGATCCTAT,




Promotor
Promotor

Promotor
Promotor

}
Promotor
Promotor

Promotor
Promotor

.officinarum F5H !Xelelels
.spontaneum F5H [Ileelels

1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600

NI 32 RER. Rl W) : M TCCTCTCACCATTAGCCACAATTATCTGATCAAAGTTTTCAACCCAATCTGTATARGTCTTCGTCCTCGGTCCTTACCTACTCCTCCGGCTATATATAAC
R oTed R oL 1100 B 35) : (I TCCTCTCACCATTAGCCACAATTATCTGATCAAAGTTTTCAACCCAATCTGTATAGTCTTCGTCCTCGGTCCTTACCTACTCCTCCGGCTATATATAAC

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700
R I I T |

R R E N R I N I Y T I P I Frr e e
NI 33 RER. Rl W) :lICCGTGCTCCTCCCCOTTTCTCCTCAGCTC®MACTCGAAGAGCGTTCTACCACCACACCACAAGTCCACAATCTAAAACSCAAACGACAAAAAGAAGGAAG
BE=) oTod R oE-1, 15100 BB 05) : S CCGTGCTCCTCCCCITTTCTCCTCAGCTCIACTCGAAGAGCGTTCTACCACCACACCACAAGTCCACAATCTAAAACIECAAACGACAAAAAGAAGGAAG

1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800
O T e e e [ e e e o I [ T I T |

.officinarum F5H LVVVV.VVV.V GGTGCTGCCGATCGAICATGGCGGCCGTGGCCAAGATCGCCATGGAGTGGCTCCAAGACCCTCTGAGCTGCGTGTTCCTTGTCACGCTGGA
) 2ol R 1, 10 B O) A AAAAAAARIGGTGCTGCCGATCGABCATGGCGGCCGTGGCCAAGATCGCCATGGAGTGGCTCCAAGACCCTCTGAGCTGCGTGTTCCTTGTCACGCTGGA
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Tabela S1 - Sequéncias SNBE e SMRE identificadas na regido regulatorias dos genes ShCAD8, ShCOMT e ShF5H nas

espécies de Saccharum

A) ShCAD8 B) ShcoMT
SNBE ESPECIE POSICAO SMRE ESPECIE POSICAO
TATTTTGTTATGAACGGAA | S.officinarum | +,1166,1184,-453,-435 ACCAACC S.spontaneum +,444,450,-919,-913
AAGCTTAAGGACTAAGAAA | S.officinarum | +,1390,1408,-229,-211 ACCTACT S.spontaneum +,532,538,-831,-825
TTCTGTTATGCGAAAGACA | S.officinarum | -,1490,1472,-129,-147 ACCTAAC S.spontaneum +,921,927,-442,-436
TTTCTTAGTCCTTAAGCTT S.officinarum | -,1408,1390,-211,-229 CACCAACC S.spontaneum -,1197,1190,-166,-173
ATTCCTCGATGCGAAGTCA | S.officinarum | -,521,503,-1098,-1116 CACCAAAC S.spontaneum -,1185,1178,-178,-185
SMRE ESPECIE POSICAO TACCAACT S.spontaneum -,1168,1161,-195,-202
ACCAACC S.officinarum | -,760,754,-859,-865 ACCAACC S.spontaneum -,1196,1190,-167,-173
ACCAAAC S.spontaneum -,1184,1178,-179,-185
SNBE ESPECIE POSICAO ACCAACT S.spontaneum ,-1167,1161,-196,-202
AAGCTTAAGGACTAAGAAA | S.spontaneum | +,1720,1738,-231,-213
TTTCTTAGTCCTTAAGCTT S.spontaneum | -,1738,1720,-213,-231 SMRE ESPECIE POSICAO
TTGTGTTGCATGCACGTCA | S.spontaneum | -,681,663,-1270,-1288 ACCAACC S.officinarum +,397,403,-928,-922
SMRE ESPECIE POSICAO ACCTACT S.officinarum +,491,497,-834,-828
TACCAAAT S.spontaneum | +,1206,1213,-745,-738 ACCTAAC S.officinarum +,892,898,-433,-427
ACCAAAT S.spontaneum | +,1207,1213,-744,-738 CACCAACC S.officinarum -,1157,1150,-168,-175
ACCAAAC S.spontaneum | -,147,141,-1804,-1810 CACCAAAC S.officinarum -,1145,1138,-180,-187
TACCAACT S.officinarum ,-,1128,1121,-197,-204
ACCAACC S.officinarum -,1156,1150,-169,-175
ACCAAAC S.officinarum 1144,1138,-181,-187
ACCAACT S.officinarum 1127,1121,-198,-204
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C) ShF5H

SNBE ESPECIE POSICAO
AATTTTGTAAATTAAGCCT S.officinarum 1650,+,938,956,-712,-694
SMRE ESPECIE POSICAO

ACCTAAT S.officinarum 1650,+,435,441,-1215,-1209
ACCTACT S.officinarum 1650,+,1500,1506,-150,-144
SNBE ESPECIE POSICAO
AATTTTGTAAATTAAGCCT S.spontaneum 1619,+,953,971,-666,-648
AATTCTATTGAGTAAGGAA S.spontaneum 1619,-,113,95,-1506,-1524
SMRE ESPECIE POSICAO

ACCTAAT S.spontaneum 1619,+,446,452,-1173,-1167
CCTACT S.spontaneum 1619,+,1490,1496,-129,-123
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Tabela S2 - Resumo das Analises feitas para aidentificacdo de sequencias ortolégas de fatores de transcricao relacionados
com aregulacdo da deposicdo da SCW em cana-de-acucar

Extremidade Nome nas NOME EM
TIPO | (posicéo do COSE&T A ‘;Sa"::ec‘;]'zrsu‘:f CLONE EM CANA-DE-AGUCAR CLONE ',\EA'\l"LﬁgRGO o Agﬂazl';‘:a Obs.
dominio do TF)
mays
MYB . Desenho do
(R2R3 N-terminal SIM ShMYB42 Sh_241N24_t000050 (SGH) GSMZMZG419239—T°1(M"h°) ZmMYB42 | primer na regido
" 0bic.007G177100.1(Sorgo) ,
ype) 3’ Repressor
MYB . Desenho de
(R2R3 N-terminal SIM Sh_213J23_t000050 (SGH) Ggoht/l)izcl\g%ggszggiga-rf(ls(x"2;)) ZmMYB31 primer na regiao
type) ShMYB31 ) ) 9 3" Repressor
Desenho de
primers no meio
MYB . . da sequéncia
(R2R3 Ntetgmﬁgf c- SIM ShMYB61 (VicelFlct)i?nliJSét5;726015) Sobic.003G136600.1 AtMYB61 codificante, sem
type) ) comprometer
dominios MYB
Ativador
Desenho de
primers na regiao
MYB _ 3. O thlastx no
(R2R3 N-terminal SIM Sh_250M06_t000170 (SGH) Sobic.002G275500.3 AtMyBgs | Sucestrevela que
type) tanto AtMYB42 e
AtMYBS85 voltam
ShMYB85 COmMO um mesmo
clone Ativador
O tblastx no
Sucest revela que
ShMYB46/83 tanto AtMYB46 e
AtMYB83 voltam
MYB COmMO um mesmo
(R2R3 N-terminal SIM IcI|S?’%gggz(ilcg?é'(:)g%_(gf_ci:lE(SC?BE) Sobic.008G112200.1 AtMYB46/83 clone em cana.
type) Duas sequencias
s&0 necessarias
para montar um
clone completo
Ativador
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MYB
(R2R3

type)

N-terminal

SIM

ShMYB58/63

Sh_227K15_ t000030 (SGH)

Sobic.004G273800.1

AtMYB58/63

O tblastx no
Sucest revela que
tanto AtMYB58 e
AtMYB63 voltam
COMO UM mesmo

clone em cana.
Uma sequencia é
necessaria para

montar um clone
completo Ativador

MYB
(R2R3

type)

N-terminal

SIM

ShMYB52/54

Locus 4916
(Vicentini et al.2015)

Sobic.001G110900

AtMYB52/54

O tblastx no
Sucest revela que
tanto AtMYB52 e
AtMYB54 voltam
€COMO um mesmo

clone em cana.
Uma sequencia é
necessaria para

montar um clone
completo Ativador

NAC

N-terminal

SIM

ShNST1

SCSBST3096G06 (SUCEST)
ctg75497 (NCBI)

Sobic.007G0181005

AtNST1/NST2
AtNST3/SND1

Desenho do
primer entre as
regides 5’UTR e
CDS.O thlastx no
Sucest revela que
tanto
AtNST1,AtNST2e
AtNST3 voltam
COMOo um mesmo
clone em cana.
Duas sequencias
sa0 necessarias
para montar um
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clone completo

Ativador

Desenho primer

NAC

N-terminal

SIM

ShVNI2

Sh_212D06_t000050 (SGH)

Sobic.008G094700.1

AtVNI2

s6 na regido

5UTR.E um
repressor. Uma

sequéncia é
necessaria para
montar um clone

completo

Duas sequencias

KNOX

C-terminal

SIM

ShKNAT?7

Icl|SP803280_c97318 g1 _i2 (CTBE)
Ctg30250(NCBI)

Sobic.001G526200.1

AtKNAT7

séo necesséria
para montar um
clone completo.
Desenho de
primers entre as
regides 3’'UTR e
CDS. Repressor.

AP2

N-terminal

SIM

ShSHN1

Locus 27034
(Vicentini et al.2015)

Sobic.004G084600.1

AtSHN1

Sequéncia
completa.
Desenho de
primers na regido
5 UTR.
Repressor

WRKY

C-terminal

SIM

ShWRKY12

Sh_226P19_t000020(SGH)

Sobic.006G166300.2

AtWRKY12

Desenho do
primer na regiao
5.Eum
Repressor.
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Tabela S3A - Sequéncias dos pares de primers utilizados na amplificagcdo por RT-gPCR e tamanho do amplicon de Fatores

de transcricao relacionados com a regulacdo da SCW em espécies de Saccharum

Gene Forward 5°-->3" Reverse 5-->3° Amplicon (bp)
ShMYB42 (RT-qPCR) TGACCAACATCTCGTTCCAG | CAGAGGTCGAGGTTGAGGTC 136
ShMYB31 (RT-qPCR) GCTGGAGGAGCACAACAAG CTGATGCAGAGGTCCAGGTT 122
ShMYB61 (RT-qPCR) TGGCAACAAGAATGGTGGTA | TGAGCCCTGTTGATGTTGAG 125
ShMYB85 (RT-qPCR) TTGATGTGGACGAGTTCAGC | TCATGTAGCCATCGACCAAG 132

ShMYB46/83 (RT-gPCR) TCATCAGCCAAGTGAACAGC TTTCATCAGCTCCTCCAGGT 119
ShMYB58/63 (RT-qPCR) ACCCTGACGTACTGGACCAC | CACCACCAGGAGTTCAGGTT 125
ShMYB52/54 (RT-gPCR) CATGATAGCAACCAGCAGGA | CAATGCTCGAACCACACTTG 124
ShNST1 (RT-gPCR) CGGTCTCGCCTTCTACTCC AAGCTCCACAGGTCGTCGT 90
ShVNI2 (RT-qPCR) TGGGGTTCATCGACTTCTTC CCTCTGCTGGTGGTCTCCT 143
ShKNAT7 (RT-gPCR) GACCACCTCCCCCTCATC GAGCACAGCAGCATCAGGTA 146
ShSHN1 (RT-qPCR) CACAGTCCACATCAGCAACA GCTCAGCAACTCTTCGATCA 103
ShWRKY12 (RT-qPCR) TGCCTTCCTGCTAGCCTCTA CATCACGCCATGATTATTCG 138
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Tabela S3B - Sequéncias dos pares de primers utilizados na amplificagcdo por RT-gPCR e tamanho do amplicon de genes

da rota biosintética da lignina em espécies de Saccharum

Gene Forward 5°-->3° Reverse 5-->3° Am(gl;(;on
ShCOMT (RT-qPCR) GAGGACAAGGACGGCAAGTA | ACCGCGTCCTTGAGGTAGTA 154
ShHCT (RT-gPCR) TCAGACGACACCGCCTTC GTCCGCCCACGAGTTGAT 137
ShF5H (RT-gPCR) AGACGCAGGACGGAGTGTT AAGAGCTTCATCACGCACAG 138
Sh4CL (RT-gPCR) AGCCGTTCCAGGTCAAGTC ACTCGGGGTCGTTCAGGTA 161
ShCAD A (RT-gPCR) TCAAGAACGACTGGGGAAAC GCAGGAGCCGACGAAGTA 140
ShCAD B (RT-gPCR) ATCAGCTCGTCGTCCAAGAA | CGATGATGTAGTCCAGCGAGT 120
ShC3H (RT-gPCR) TAGTGCGGAACCACCTTTCT TTCGTCAATGTCACCGTTTG 94
ShC4H (RT-gPCR) CGTTCCTCCGTGGGTATCT CATCACCTTCTTGCGTTCCT 97
ShCCoAOMT A (RT-gPCR) CTCGTGACCGACAAGCAC AGGGAGTAGCCCGTGAACA 130
ShCCoAOMT B (RT-gPCR) | ACGCCGACAAGGACAACTAC GCGGTAGAAGCGGATGTACT 151
ShCCR (RT-gPCR) ACTGTCAAGGGAACCGTCAG CAGATGGCGTCGTAGTCCAG 121
ShGAPDH (RT-qPCR) TTGGTTTCCACTGACTTCGTT CTGTAGCCCCACTCGTTGT 100
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Figura S2 — Alinhamento de sequéncias de aminoacidos de Fatores de transcricdo relacionados com a regulacdo da
deposicdo SCW (e lignina) nas espécies Saccharum spp., Panicum virgatum (Pv) e Sorghum bicolor (Sb), Brachypodium

distachyon (Bd), Zea mays (Zm), Oryza sativa (Os), Arabidopsis thaliana (At) e Populus trichocarpa (Pt)

ShMYB61
BdMYB61 MGRHSCCYKQKLRKGLWSPEEDEKLLNHINKHGHGCWSTVPKLAGLOQRCGKSCRLRWMNY 60
OsMYB61 MGRHSCCYKQKLRKGLWSPEEDEKLMNHITKHGHGCWSTVPKLAGLOQRCGKSCRLRWINY 60
PvMYB61 MGRHSCCYKQKLRKGLWSPEEDEKLMNHITKHGHGCWSTVPKLAGLQRCGKSCRLRWINY 60
SbMYB61 MGRHSCCYKQKLRKGLWSPEEDEKLMNHITKHGHGCWSTVPKLAGLOQRCGKSCRLRWINY 60
ShMYB61 MGRHSCCYKQKLRKGLWSPEEDEKLMNHITKHGHGCWSTVPKLAGLQRCGKSCRLRWINY 60
ZmMYB61 MGRHSCCYKQKLRKGLWSPEEDEKLMNHITKHGHGCWSTVPKLAGLOQRCGKSCRLRWINY 60
AtMYBG61 MGRHSCCYKQKLRKGLWSPEEDEKLLTHITNHGHGCWS SVPKLAGLQRCGKSCRLRWINY 60
PtMYB61 MGRHSCCYKQKLRKGLWSPEEDEKLLNY ITKHGHGCWS SVPKQADLOQRCGKSCRLRWINY 60
R P R R R N R
BdMYB61 LRPDLKRGAFEQEEEDLITELHAVLGNKWSQIATRLAGRTDNEIKNLWNSCIKKKLRQKG 120
OsMYB61 LRPDLKRGAFSQEEEDLIVELHAVLGNRWSQIATRLPGRTDNEIKNLWNSCIKKKLRQKG 120
PvMYB61 LRPDLKRGAFSQEEEDLITELHAVLGNRWSQIATRLPGRTDNEIKNLWNSSIKKKLRQKG 120
SbMYB61 LRPDLKRGAFSQEEEDLITELHAVLGNRWSQIATRLPGRTDNEIKNLWNSSIKKKLRQKG 120
ShMYB61 LRPDLKRGAFSQEEEDLITELHAVLGNRWSQIATRLPGRTDNEIKNLWNSSIKKKLRQKG 120
ZmMYB61 LRPDLKRGAFSEEEEDLIVELHAVLGNRWSQIATRLPGRTDNEIKNLWNSSIKKKLRQKG 120
AtMYBo61 LRPDLKRGAFSPEEENLIVELHAVLGNRWSQIASRLPGRTDNEIKNLWNSSIKKKLKQRG 120
PtMYB61 LRPDLKRGAFSQQEENLITELHAVLGNRWSQIAAQLPGRTDNEIKNLWNSCIKKKLRQRG 120
KKK KKK KKAK | sk s Ak e hkAKK KRR K s KA Kk K s ok AKAAXKAAR KKK kKK k ko &
BdMYB61 LDPNTHKPLADEADR-RKVAPTMSTERTSESSDVDQSSAGALGNLSHLLT-ETAQSPELL 178
OsMYB61 IDPNTHKPL-AEVDR-SKATPTISNDRTSESSDVDPSSGVALHNLSHLLS-ETAQSSELL 177
PvMYB61 IDPNTHKPLAE--VD-SKAAPTISTERTSESSDDDPSSGGAIRNLSHILS-ETAQSPELL 176
SbMYB61 IDPNTHKPL-AEVEH-SKAAPTISTERTSESSDVDPSSGGALGNLSHLLS-ETAQSPELL 177
ShMYB61 IDPNTHKPL-AEVEH-SKAAPTISTERTSESSDVDPSSGGALGNLSHLLS-ETAQSPELL 177
ZmMYB61 IDPNTHKPLLVEVER-SKAAPTTSTERTSESSDVDPSSGGALGNSSHLLL-SETAQSPQL 178
AtMYB61 IDPNTHKPISEVESEFSDKDKPTTSNNKRS————————— GN---=———————————————— 151
PtMYBo61 IDPNTHKPLSEVENCKEKQQPTADKSNEK-———————— VSNVSNELNLIEAATLQPPATIS 171
:*******: * * *
BdMYB61 —-——PVL-GKQRAKTPSLTCVKVPPKEFFLDQLASGHESLP-SCHSSLPMPNFPFQQPPCY 233
OsMYB61 ———PVKVTKPRTQAPGLARLKVPPKELFLDQLTSGHENLP-SCRSSGPIPNFPFQQLLCY 233

PvMYB61 —-——PGL-GKHRKETTGLAHLRVPPKELFLDQLVSGHDNLP-SCRSTGPIPNFPFQQLICY 231



SbMYB61
ShMYB61
ZmMYB61
AtMYB61
PtMYB61

BdAMYB61
OsMYB61
PvMYB61
SbMYB61
ShMYB61
ZmMYB61
AtMYBo61
PtMYB61

BdMYB61
OsMYB61
PvMYB61
SbMYB61
ShMYB61
ZmMYB61
AtMYBo61
PtMYB61

BdMYB61
OsMYB61
PvMYBG61
SbMYB61
ShMYB61
ZmMYB61
AtMYB61
PtMYB61

BdAMYB61
OsMYB61
PvMYB61
SbMYB61
ShMYB61
ZmMYB61
AtMYB61

—-——-PVL-GKHRKETTSLAHLRVPPKELFLDQLVSGHENLT-SCRSTGPIPNFPFQQLMCY
———PVL-GKHRKETTSLAHLRVPPKELFLDQLVSGHENLT-SCRSTGPIPNFPFQQLMCY
—-——-PAL-GKHRRETTSLAHLRVPPKELFLDQLVSGHENLT-GCRTAGPVPNFPFQQLMCY

———————————— DHKSPSSSSATNQDFFL---—-—-—-—-—-—-—-—-—-—-ERPSDLSDYFGFQKLNEFN
SSSKINNSKDRNSSSSNMTNTPPTKEFFLDRFGTSHESSPASCRPSDLMGYFPFQKLDYK
o . ok k . . * ok k .
SNGFSSRDGGSKNSLWWENQNESSGSA---IST--VMPPVSPSTLSTST—-—-—-- V----L
NNDENSMDVGNRNSL-WYNQNESSSST---IST--VMPPVSPSTLSTST-———-— G--—--L
SNELGSKPGGSTNSL-WEFNQNESSCST---VST--VMAPVSPSTLSTST-—--- R----L
NNEFGHKNGGSNNSF-WENQNESSGST---IST--VMPPVSPSTLSTST-———-— G----L
NDEFGNKNGGSNNSF-WFNQNESSGST---IST--VMPPVSPSTLSTST——--- G----L
SNEFGNKNGASNNSL-WENHNETSGST---IST--VMPPVSPSTLSTST-———— G----L
SNLGLSVTT---DSSLCSM-——————-—-—-——————— IPPQFSPGNMVGSVLQTPVCVKPSI
PSIGLSMNP---NTTLCEFNPNSSSEMISHEFNSCMTPPTILP-SVSTSMEFQTPIRVKPSV

* . * .

———-NLSPDNPHSGGTGIHSAQFYWDTANPSSSCSTRSSGNNNLGFELQSTSSLLENSVE
————-NPSPDNANSRGTGIHNSQFYWDTNNPSSSSSTGSSGNNGLGFELQSTSSLLETNIF
———-NRSPEKPHSGGTGIQSTQFYWDATNPSSSSSKGSSGNNSLGFELQSTSSILENSIF
————-NGSPDNPHSGGTGIQONTQFYWETANPSSSSSRGSSGSNSLGFERQSTSSLLESSVE
———-NRSPDNPHSGGTGLONTQCYWETANPSSSSSRGSSGSNGLGFELQSTSSLLESSVEFE
————-NRSPDNPHSGGTGIQSTQFYWDTANPSSCSSRGSSGSNGLGFELQSTSSLLESSVE
SLPPDNNSSSPISGGDHVKLAAPNWEFQTN-—-—-—-—----————————— NNNTSNEFFDNGGF
SLPSDHNPSVGSCD----VNGVONWEASSEFSNNGS--GSNGSSSSIELQSNTNFYESSAF

* . . *

PWAELAQDKDS—————---- QVHLEEELKWPELLHGTFPETSTAMONLSQSLYEDVVKAES
PWSDLAPEKDS——————-—— QAQLEEELKWPDLLHGTEFSEMPAPMONLSQSLYEDVVKAES
PWTDLSPDKNS-—————---—-—-— HLEEELKWPDLLHETFTDTPATMONLSQSLYEDVVKAES
PWTDLTPDKNS———————— QVHLEEELKWPDLLHGTFTDTPATMONLSQSLYEDVIKAES
PWTDLTPDKNS—————----— QVHLEEELKWPDLLHGTFTDTPATMONLSQSLYEDVIKAES
PWTELTPDKNS—————-——— QVHLGEELKWPDLLHGTFTDTPATMONLSQSLYEDVIKAES

SWSIPNSSTSSSQ-—-—--VKPNHNFEEIKWSEYLNTPFFIGSTVQSQTSQPIYIK-SETDY
SWGLANCGKSGEESHLRSLENDTAEDIKWSEYLNTTFFLGSTIQNQTSQHVYSE-VKPET

* Lo KooRR o X K : S :
QFNMEGLCAAWSONLQPQOHLQLVTDMYDKDLQRMSSPFENT - 429
QFNMEGLCAAWSQONLLPQQHLPVVSDMYDKDLQRMSLSFENT - 428
QFNMEGLCAAWSONLQPQOHLQVVSDLYDKDLQRMSLSFENT - 424
QFNIEGLCAAWSQONLQPQQHLQVVSDLYDKDLQRMSLSFENT - 427
QFNIEGLCAAWSQONLQPQOHLQVVSDMYDKDLOQRMSLSFENT - 427
QFNIEGLCAAWSQONLQPQQHLQV-SDLYDKDLQRMSLSFENI - 427

LANVSNMTDPWSONENLG--TTETSDVESKDLQRMAVSFGQSL 366

232
232
233
186
231

279
278
276
277
277
278
227
287

335
334
332
333
333
334
270
341

387
386
382
385
385
386
325
400
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PtMYB61

ShMYB85

AtMYB85
PtMYB85
BdAMYB85
OsMYB85
PvMYB85
ZmMYB85
SbMYB85
ShMYB85

AtMYB85
PtMYB85
BdAMYB85
OsMYB85
PvMYB85
ZmMYB85
SbMYB85
ShMYB85

AtMYB85
PtMYB85
BdAMYB85
OsMYB85
PvMYB85
ZmMYB85
SbMYB85
ShMYB85

AtMYB85
PtMYB85
BdAMYB85
OsMYB85
PvMYB85
ZmMYB85
SbMYB85
ShMYB85

HFIAEGSSASWIPNQHQQ--ASQPADIYTKDLORLAVAFGOSL 441

* * ok o o Kk hkhkkhkk oo *

————————————————————————————————————— MGRQPCCDKLGVKKGPWTVEEDK
————————————————————————————————————— MGRQPCCDKLGVKKGPWTAEEDK
————————————————————————————————————— MGRQPCCDKLGVKRGPWTAEEDK
————————————————————————————————————— MGRQPCCDKLGVKRGPWTAEEDK
————————————————————————————————————— MGRQPCCDKLGVKRGPWTAEEDR
————————————————————————————————————— MGRQPCCDKLGVKRGPWTAEEDR
MSISNYRSEEGTAGVQAWLVGWLAGYSKSISNYRWEEGDGRPCCDKLGVKRGPWTAEEDR
————————————————————————————————————— MGRQPCCDKLGVKRGPWTAEEDR

e hkkKkKhkAkKhkKhkKkkoehkhkkk KKhkk o

KLINFILTN---GHCCWRALPKLAGLRRCGKSCRLRWTNYLRPDLKRGLLSHDEEQLVID
KLINFILTN---GQCCWRAVPKLAGLRRCGKSCRLRWTNYLRPDLKRGLLTEAEEQLVID
KLMGFILRSGAGGRCCWRAVPKMAGLLRCGKSCRLRWTNYLRPDLKRGLLTHDEEQLVVD
KLMSFILTN---GHCCWRAVPKLAGLLRCGKSCRLRWTNYLRPDLKRGLLTDAEEQLVID
KLISFILSN---GHCCWRAVPKLAGLLRCGKSCRLRWTNYLRPDLKRGLLTDAEEQAVID
KLINFILTN---GHCCWRAVPKLAGLLRCGKSCRLRWTNYLRPDLKRGLLTDAEEQVVID
KLINFILTN---GHCCWRAVPKLAGLLRCGKSCRLRWTNYLRPDLKRGLLTDAEEQVVID
KLINFILTN---GHCCWRAVPKLAGLLRCGKSCRLRWTNYLRPDLKRGLLTDAEEQVVID

* K . * Kk Kk Kekhkhkkhkhkeoehkkeoehkkhh *hkAAAhkAAAAAkhAkA kA A XA A XA kXK o *k Kk Kk ke Kk

LHANLGNKWSKIASRLPGRTDNE IKNHWNTHIKKKLLKMGIDPMTHQPLNQEPSNIDNSK
LHARLGNRWSKIAARLPGRTDNEIKNHWNTHIKKKLLKRGIDPVTHEPLHKEARPEESSS
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LHAKLGNRWSKIAAKLPGRTDNEIKNHWNTHIKKKLIKMGIDPVTHEPLDRKTTSSSP—-—
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QATTTSAQS—-———————— STVSSSDKVMDVTSAGGEASLPESSSTN—-———— TSST---TT

QSTVTAESSKSGEATRQOSRQLDDAVVRDMSVSAGGD-SPPESSTNTASTAGGSS—————
QSVVTADSTKSDEATKQQOSPQSD---AM-RDVLADGS-SPTESSANTVSTGGSIS—-—-—---—
-—ATTSQSTKSDEATKEQSPONDDA-VI-RDVPADGC-SPTESSTNTVSTGGSSS————-—
——ATTSQSAKSDEATKQQSPENDDVVVM-RDVPADGC-SPTESSTNTVSTGGSSS————-—
—-—ATTSQSTKFDEATKQQSPQIDDVVAM-RDMPPDGC-SPTESSTNTVSTGRSSS---SS

* .

23
23
23
23
23
23
60
23

80
80
83
80
80
80
117
80

140
140
143
140
139
138
174
138

188
184
186
194
189
188
225
191

204



AtMYB85 LIDNIYDDDELFSYLWSDETTKD--——- EASWSDSNFGVGGTLYDHNISGADADFPIWSP 243
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* * .. * . . *
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ShMYB85 ~  --—-- ATDWLLDYQDFGLGDSATLVDGYMVNN-SSNGAKF---— 278
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ZmMYB46/83 DVARNAGLQRCGKSCRLRWINYLRPDLKRGAFSPQEEELIVSLHAILGNRWSQIAARLPG 107
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PtMYB46/83 DVARNAGLQRCGKSCRLRWINYLRPDLKRGAFSPOQEEEMI THLHSLLGNRWSQIAARLPG 104
hokk okkkk Kokkkkkkkhkhkkhkkhkkhhkkhhkkhkk o o ks ook o o khhkkhkhkokkh s kkkk
PvMYB46/83 RTDNEIKNEFWNSTIKKRIKNSSSASSPAAATDCASPEPNNGKVAGEFDISGAASCPDLAGL 168

ZmMYB46/83

RTDNEIKNFWNSTIKKRLKNSSAASSPA-ATDCASPEPNNKVAA-———--— AGSCPDLSVL 160
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RTDNEIKNFWNSTIKKRLKKMSDTSNLINNSSSSPNTASDSSS———————— NSASSLDIK 156

RTDNEIKNFWNSTIKKRLKNLQSSNASPNTSDSSS————-—-———————————————— EPSK 143
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DRQVDGGHHHA----M-VTTGLWM---VDSSSSTSSSTSPMOQGRPPSSAM—-———— VAAV 215
DHODGGHH---HAMTT-TTAGLWM---VDSSSSCTSSTSPMHQFQRPTTTM----AAAVA 209
DHODGGHHHHHHLMTT-TTTGLWM---VDSSSSCTSSTSPMHQRQPPPTTAIMAAAAVAA 218
DHODGGHHH--HAMTT-VTTGPWM-—--VDSSSSCTSSTSSMHQRQPPLPTATMAAAVAAA 215

-VVVGTAN-—-—--- A-AMKSMWV---DSSS-SSSSSSSSMQSRPS-————— IMAAA-AA 216
-LEDGGHH-—--—-- A-MIKSTWR-—--MMDSSSSTSSSSSMQTRPS--——-- SAMAAASR 208
-DIIGSF------ MS-LQEQGFVNPSLTH-—=————=————————————— - 177
-DVMGGL-----~ MSTMQEQGI FSMNMDPSMSSSSSLATSMK—— === ——=—=—=-— AMTL 182

TRSYGGLLPLPDQLRGGMAADASPAGFFHGHAAPFKHQAVVASLHGGYYGGSAPHHHGMM 275
SGSYGGLVPFPDQVRGVVAD---TGGFFHGHAAPAFKHQVAALHGGGYYYGSAPRHHGMT 266
TRSYGGLVPFPDQLRGVMADASPPGRFFHGHAAPPFKHQVAALHHGGEFYGSTPPHHHGMM 278
SRSYGGLVPFPDQLRGVVADAS-PGGFFHGHAAPAFKHQVAALHHGGYYGSSTPPHHHGM 274

GRSYGGLLPLPDQVCGVDTSPP--PPFFHDHSI-SIKQAYYGS———————— TGAHH---- 261
SYSGGLLLPLPDQVCGGGETQA-PPLFFHDHHPLSFKHAS-AL———————— HGGSY----254
—————————— TQTNNPF-—————————————————————————————————__PTG-NMI 190
NTMMDPLLPMLDYDHGL ~—————————————————— o —————— NMYGGASGYE-SIT 212
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SHP---CNDDFTPYV---DGIYGVNA-GVQGELYFPPLE---CEEGDWYNA--NI--—-—-— 233
APP---CMAQVGVLNSGDHGFYGEGI-FEGINVEIPPLESVSCMEENAKTQ--NIQ---- 262

* .
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NNNP--KNN-SSSNTT--DTTTTTTLSNNESNVTDTTT-KDNTTNTIS--QVNS-GSN-- 364
SNNA--KNNNNSNNTT--ETTTTTTLSNNESNITENNTNTKDNINTIS--QVNN-GSNVA 377
NNPK----N-NSSNNT--TETTTTTLSNNESNITDT-TTTKDNINTIS--QVNT-GSNVA 367
————————————————— SNTTAATLSSNITDNSNSNKNNSDNNNNISSSCCISLMNSSSN 356
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AVYWEGAH-———————————— QQYMSRNVMHGEWDLEELMKDVSSLPFLDFQVE - 414
NVYWEGAR-———————————— QQYMSRNVMHGEWDLEELMKDVSSLPFLDFQVE - 405
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GNLWHGS——————————————————— EELKVGEWDLEELMKDVSAFPFLDFQ-—— 332

hk koo o hk oo o e ek .

MGKGRAPCCAKVGLNKGSWTPEEDMRLIAYIQKYGHANWRALPKQAGLLRCGKSCRLRWI 60
MGRGRAPCCAKVGLNRGSWTPQEDMRLIAYIQKHGHANWRALPKQAGLLRCGKSCRLRWI 60
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MGKGRAPCCDKTKVKRGPWSHDEDLKLISFIHKNGHENWRSLPKQAGLLRCGKSCRLRWI 60
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AQRE--KK--—-——=—---- KAGAGSGDAGTPATAPLSSATSS---T-TTHNSS-GGSDSGD 161

APRE--KQKAGAA---DKNDGAASGDAGTPATAASSSVSSS——--T-TTHNSSGGSDNSGD 169
APRE--EQKAGAAADKNDDDGAASGEAGTPATAASSSASSSTTTT-TTNNSSAGSDNSGD 177

KDDGE--HS----——---- EGDES---KGSSSTSSSSS-S55-T-I-—--- MSSGKRALEM 158
ETNLN--AD----—==--— EAG-S---KGSLNEEEN-———--———--—————————o—— 140
——————— QSNTSKETDALDNIMEIPTLDALGFDFDMLVQDTDPVPAQT-----SYCVPPP 226
——————— QCGTSKEPENVDV--SFFEQDI-D-ISDMLVDAPT---EA---—---PLVA--A 206
——————— QCGTSKEPDAAA---VSPLHDI-G-VWEMLVDAPA---AA---——---—---Q 204
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ELDEQKNQGFSTQKPRILE---———--—————-——-—— NEEDSSPRGVSNNQFKPAMKPN 199
——————————————————————————————————————— SQESSPNA-——---——-----148
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PMPPSPCSSS——S————-——————————————— - LTTTTCVG-——--- AVSDELLDLP 235
PMLSSSCSSS—=§———=-=——=—————————————— L-TTCV--——--- GGAEDLIELP 230
PS-——-- SSS——S-—m——mmmmm oo L-TTCV--——--- GGVEELIELP 222
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---SMSFAGSNIS-—----—-- SKDDDAQISQMFEHILTYSEFTGMLOEVDKPE--LLEM 194
. * .
ELDIVPELWSTIDGDAEAPW---—SNAAAAC-—————-——= HVEAGEDGKEWWLEDLERE 296
EIDIEPDIWSIIDGYGGDEP--GDGDATVPCTASP--———---—- GEEGAEWWVENLEKE 283

VMDIEPDIWSIIDDESADGSGARHGDAAAPCTGAA--VSTSEEEAGEAADDWWLENLEKE 288
VIDIEPEIWSIIDGESAVA--RHGGDAAAPCTGTGTAVSTSEAE-EAAANDWWLENLEKE 279
VIEIEPEIWSIIDGESADAPDASGGDATAPCTGTAVVS-TSE--AEEAANDWWLENLEKE 291
VIEIEPEIWSIIDGESATDAPDASGGGTAPCTGTAAVVSTSEAEEAAAANDWWLENLEKE 305
PFESDYDFWNMLDSLSSFQTSGIQL---ONVEAGQSSRFGDAYNMGEVENKKWLRYLENE 315
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LGLWGPTEDPLAHSDLLVDH--TGFGPL-SS--SEGGPVSTYFQSGPDNAATEQL-LGRV 342
LGLWGYAEEDTQAHPDLLDHY-TGLSPL-CA--LEGDPVSTYFQTGPAAAEPELL-VVVE 334
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* k% .. . ..
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SEQEEALLLASHRVHGNRWAVIARLFPGRTDNAVKNHWHVIMARRCRERMRLSNRGGAAA 119
SEEEEELLLASHRVHGNRWAVIARLEFPGRTDNAVKNHWHVIMARRCRERMRLSNRRGGT- 118
SEEEEELLLASHRVHGNRWAVIARLFPGRTDNAVKNHWHVIMARRCRERMRLSNRRGGGA 119

e ko kK khkhkkhkhkh dhkhkhkkhkeoehkhhkkhoedhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrkhk *kx
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Informamos que o projeto CIBio/IB No. 2011/02 - *“Controle da
biossintese de lignina em cana-de-acUcar e eucalipto”, cujo pesquisador
responsavel € o Prof. Dr. Paulo Mazzafera, sub-projeto, “Identificacdo e

caracterizacdo de fatores de transcricdo que regulam a biossintese de lignina

em Saccharum spp.” do p6s graduando Juan Pablo Portilla Llerena, encontra-
se devidamente aprovado e regularizado junto a CIBIO/IB-UNICAMP e a
CTNBiIo, conforme legislacdo vigente. O professor responsavel se compromete

a incluir o nome do aluno no préximo relatorio da CIBio/IB/Unicamp.

Cidade Universitaria “Zeferino Vaz”,
31 de agosto de 2021

Prof. Dr. José Luiz Proenca Médena

Presidente da ClIBio/Instituto de Biologia — Unicamp

CIBio/IB-UNICAMP
Comissdo Interna de Biosseguranca
Instituto de Biologia — Unicamp
Caixa Postal 6109 — 13083-970 Campinas SP
Tel.: (19) 3521-6359 — email: comisib@unicamp.br

Documento assinado. Verificar autenticidade em sigad.unicamp.br/verifica
Informar cédigo 7A43196B 6CE34B53 89AAA693 FOAO1EF8



Documento assinado eletronicamente por JOSE LUIZ PROENGA MODENA, PRESIDENTE DA CIBIO/IB/UNICAMP, em
31/08/2021, as 15:23 horas, conforme Art. 10 § 2° da MP 2.200/2001 e Art. 1° da Resolugédo GR 54/2017.
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sigad.unicamp.br/verifica, informando o codigo verificador: s ,A
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Em observancia ao 8§5° do Artigo 1° da Informagdo CCPG-

UNICAMP/001/15, referente a Bioética e Biosseguranca, declaro que o

conteido de minha tese de Doutorado, intitulada “ldentificagdo e
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