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RESUMO

MARTINS, Laura Gongalves Costa, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2016. Identificacdo de fatores transcricionais que controlam a expressdo do gene
SbMATE. Orientadora: Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Coorientadores: Jurandir Vieira de
Magalhaes e Maiana Reis Pimenta.

O geneSbMATE que confere tolerancia a aluminio em sorgo, € altamente expresso no apice
da radicula e codifica um transportador de membrana pertencente a familia MAITE (

drug and toxic compound extrusion famitjue é responsavel pelo efluxo de citrato ativado

por aluminio. A identificacdo de elementos cis-regulatérios no promotor daSHMATE

gue confere tolerancia ao alumimale fatores transcricionais que controlam a expressao do
referido gene constituem etapas fundamentais para o entendimento do mecanismo de
resisténcia a Al mediado p&bMATE.O objetivo do presente trabalho foi a identificacéo e
caracterizacdo de fatores transcricionais que interagem de uma maneira especifica com o
promotor para controlar a expressdo do g&HEMATE Entre 22 possiveis fatores
transcricionais mapeados em um eQTL que influencia a expresSid/delE quatro deles,
NF-YB-Like (Sorbic.0099166200), WRKY-like (Sorbic.009g174300), ZincFinger-like
(Sorbic.009g151400) e SORBIDRAFT_ 099022540, foram selecionados para analise de
atividade de regulacéo de transcricdo especifica de promotores. Ensaios de mono-hibrido em
leveduras demonstraram que a proteina WRKY41-like, mas ndo NFY-like, interage com o
promotorSbMATEisolado tanto de linhagens tolerantes quanto de susceptiveis. A interacdo
ocorre na regidao proximal (posi¢do -2102 ao ATG) comum a todos os pronaibdidd E
testados. Estes resultados foram confirmados em ensaios de transativacdo de promotores
fusionados a GUS em protoplastos de Arabidopsis. Para isso, Arabidopis thaliana ecotipo
Col-0 foi inicialmente transformada com constru¢cdes de DNA, contendo a regido proximal
ou de fragmentos truncados do promo8WMATE fusionados a GUS. As folhas das
linhagens transgénicas foram utilizadas para o preparo de protoplastos para expressao
transiente dos quatro transfatores selecionados. Tanto WRKY-like quanto ZincFinger-like
transativaram especificamente o promotor SIBMATE, enquanto que NKFB-like e
SORBIDRAFT_09g022540 nao foram capazes de ativar a expressao do gene reporter. Por
meio de ensaios de dele¢do do promotor, os sitios de interagdo de WRKY-like e ZincFinger-

like foram mapeados em um dominio cis-regulatério de 127 pb, delimitado pelas posi¢cdes

Vi



-2102 a -1975 no promotorISbMATE Coletivamente, estes resultados indicam que os
transfatores WRKY-like e ZincFinger-like estdo envolvidos no controle da expressao do
geneSbMATE

Vi



ABSTRACT

MARTINS, Laura Gongalves Costa, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, February ,
2016. Identification of transcription factors that control the expression of the gene
SbMATE. Adviser: Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Co-Adviséusandir Vieira de
Magalhdes and Maiana Reis Pimenta .

The SbMATEgene, which confers tolerance aluminum in sorghum, is highly expressed at
radicle apex and encodes a membrane transporter belonging to the family MATE (multi
drug and toxic compound extrusion family) that is responsible for the efflux of citrate
activated by aluminum. The identification of cis-regulatory elementSHMATE gene
promoter that confer tolerance to aluminum and transcription factors that control the
expression of such gene are key steps for understandir@MATE mediated resistance
mechanism. The objective of this study was the identification and characterization of
transcription factors that interact specifically with the promoter to control the expression of
the geneSbMATE Among 22 transcriptional factors mapped in a eQTL that influences the
expression ofSbMATE, four of them, NFYB-Like (Sorbic.0099166200), WRKY-like
(Sorbic.009g174300), ZincFinger-like (Sorbic.009g151400) and
SORBIDRAFT_09g022540 were selected for analysis of transcriptional regularion activity
of specific promoters. Mono-hybrid assays in yeast demonstrated that the WRKY41-like
protein, but not NFY-like, interacts with the promo&sMATEisolated from both tolerant

and susceptible varieties. The interaction oedum the proximal region (position -2102 to

the ATG) common to alSbMATE promoters tested. These results were confirmed in
transactivation assays of GUS-fused promoters in Arabidopsis protoplasts. For this,
Arabidopsis thaliana ecotype Col-0 was initially transformed with DNA constructs,
containing the proximal region or truncated fragments ofShBIATEpromoter fused to
GUS. The leaves of transgenic lines were used for the preparation of protoplasts for transient
expression of the four selected transfactors. Both WRKY-like and ZincFinger-like
transactivated specifically the SOMATE promoter, while NF¢B-like and
SORBIDRAFT_09g022540 were unable to activate the expression of the reporter gene.
Through promoter deletion assays, WRKY-like interaction and ZincFinger-like sites were

mapped in a cis-regulatory domain of 127 bp, delimited by positions -2102 to -1975 in the

viii



SbMATE promoter. Collectively, these results indicate that the WRKY-like and ZincFinger-
like transfactors are involved in the control of 8l @MATEgene expresssion.



1. Introducéo

Plantas estdo constantemente expostas a condicbes ambientais adversas, e 0S estresse
abidtico, tais como: seca, salinidade, variacdes de temperatura e acidez do solo, constituem a
principal causa de prejuizos na agricultura em todo o mundo. A acidez do solo destaca-se
como um tipo de estresse importante, uma vez que afeta 40% das terras araveis. Estresse por
acidez do solo é especialmente comum em regifes tropicais e subtropicais devido a maior
pluviosidade (Von Uexkull and Mutert, 1995).

O aluminio & o metal mais abundante e o terceiro elemento mais comum na
crosta terrestre. Em valores de pH levemente acido ou neutro, o aluminio se encontra
principalmente na forma de aluminos silicatos insollveis ou 6xidos. Nestes valores de pH
acido, formas fitotdxicas do aluminio séo liberadas na solucéo do solo em niveis que afetam
o crescimento da raiz (Delhaist al, 2012; Sadeet al, 2016). Toxidez por Al provac
rapida inibicdo do crescimento radicular, o que resulta em um sistema radicular pouco
desenvolvido, incapaz de explorar camadas mais profundas de solo (Kochian,(1995).
aluminio também causa impactos na membrana plasmatica, na deposi¢cdo de calose e danos
ao DNA (Sade et al, 2016). Como alternativa de defesa, as plantas utilizam mecanismos de
protecdo que podem ser classificadost@arancia interna ao aluminio no simplasma e exclusédo
do Al do simplasma (Ma, 2001).

Como alternativa de defesa, as plantas utilizam mecanismos de prote¢do que podem ser
classificados em tolerancia interna ao aluminio no simplasma e exclusdo do Al do
simplasma.

O sorgo € o sexto cereal mais cultivado e o quinto mais produzido no mundo (FAO
2010), sendo que seus grdos sao utilizados na alimentagdo humana e, no Brasil, s&o
destinados predominantemente a alimentacdo animal. Nos ultimos anos, a producédo de sorgo
no Brasil vem demonstrando aumentos expressivos, decorrentes a evolucdo do sistema de
cultivo e da disponibilidade de cultivares com maior producdo e adaptabilidade as diversas
regibes do pais (CONAB, 2012). Devido ao seu valor agronbmico e nutritivo, pode ser
comparado ao milho (Rodriguesal, 2002), aparecendo como alternativa viavel , uma vez
gue seu cultivo pode atender uma parte da demanda brasileira de graos ¢CalelR602).

Sendo assim, o0 sorgo destaca-se como uma cultura economicamente importante.

Existe uma grande diversidade quanto ao uso da cultura do sorgo, aproximadamente

500 milhdes de pessoas nos paises em desenvolvimento dependem deste como principal

alimento béasico (Mutisyat al, 2009), onde é usado em diferentes prepara¢cdes como paes,
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mingaus, cuscuz e tortilhas (Dicko, 2006; Queiroz, 2009; Queiroz, 2011). Sendo assim,0
sorgo € considerado uma espécie versatil que pode ser produzida como fonte de gréos,
forragem, acuUcares e biomassa. Devido ao pequeno genoma (735 Mb), o sorgo tem sido
utilizado como um modelo atrativo para avancos no entendimento da estrutura, funcéo e
evolucdo dos genomas dos cereais. Caracterizado como uma cultura economicamente
importante, o desenvolvimento de cultivares superiores mais produtivas tem sido o motivo
de atracéo e interesse cada vez mais crescente de melhoristas e biologistas moleculares de
plantas (Ribas, 2003).

A toxidez causada por aluminio (Al) é um dos estresse abidticos que mais limitam a
producédo agricola em solos &cidos , representando em cerca de 40% das terras cultivaveis no
planeta (Ma et al; 2001). A heranga da tolerancia ao Al em sorgo foi estudada em uma
populacdo F2:3 derivada do cruzamento das linhagens de sorgo SC283 (tolerante) e BRO0O7
(sensivel). Os resultados mostraram tratar-se de uma heranca monogénica, sendo o gene de
tolerancia ao Al, localizado no loddltsg (Magalhdeset al, 2004). Posteriormente, o gene
SbMATE foi isolado pela técnica de clonagem posicional (Magak&als 2007).

O gene SbMATE possui maior expressdo no apice radicular e codifica um
transportador de membrana pertencente a familia multigénica MW UIE frug and Toxic
Compound Extrusion fatg), responséavel pelo efluxo de citrato ativado pelo tratamento
com Al. Na linhagem tolerante, os niveis de expressdo doSvATEaumentam ao longo
do tempo de exposicdo ao Al. O citrato liberado em resposta ao Al forma um complexo
estavel e insoluvel com os ions Al (atéxico), prevenindo assim a sua absorcdo pela planta
(Magalhaet al, 2007).

Além dos genes que conferem resisténcia ao aluminio (Al), a expressdo dos genes
MATE e ALMTem Arabidopsis também sofrem influencias de fatores regulatérios. O gene
sensitive to préton rhizotoxicity 1 (STORL¥eu homologél resistence transcription fator
1 (ART1)codificam fatores de transcricao do tipo dedo de zinco e estdo envolvidos com a
tolerancia ao aluminio em Arabidopsis e arroz respectivamente (luchi et al.,2007; Liu et
al.,2009; Sawaki et al.,2009; Yamaji et al.,2009).

A regido codificadora do gene de tolerancia ao aluminio, em StIYATE é
idéntica entre cultivares tolerantes e sensiveis. Além do polimorfismo encontrado no
segundo intron, elementos transponiveis do tipo MITE foram detectados na regido
promotora, sendo o numero de repeticdes MITE positivamente relacionada com a tolerancia
(Magalhaet al, 2007).



Objetivando-se estudar a atuacdo de fatores de transcricdo no controle da expressao
do gene SbMATE foram realizados ensaios de transativacdo em levedura, para analise de
uma possivel interacdo entre os transfatores selecionados, ao promotor &bgéd
Ensaios de transativacdo em protoplastos também foram realizados, a fim de se analisar de
forma mais especifica a possivel regido responsavel por transativar o promotor. Para isso,
foram gerados uma serie de 6 fragmentos adicionais de regifes truncadas do promotor da
variedade tolerante SC283.

A identificacdo e caracterizacdo de interagcdes moleculares que controlam expresséo
génica constituem um pré-requisito para definicdo de estratégias com a finalidade de alterar
geneticamente a expressdo e acumulo de proteinas celulares especificas. As cinéticas de
inducdo do gen&bMATEe seu padrdo de expressdo aumentado em linhagens tolerantes a
toxidez do aluminio estdo coerentes com um modelo no qual a potencializacdo da expressao
do gene alvo confere tolerancia a condicGes adversas de aluminio no solo. Desse modo, o
presente trabalho, abordou aspectos relacionados com a regulacdo dSbYENEE
transativacdo do promotor do gene por proteinas que apresentam alta expressao genica na

presenca do Al e ensaimssilico dos possiveis transativadores.



2. Reviséo de literatura
2.1 Mecanismo de toxidez por aluminio

Diferentes classes de espécies de Al podem ser categorizadas, referente a
fitotoxicidade desempenhada por este. No que diz respeito as classes presentes na solucao
gue banha a raiz, estas incluem formas livres ou formas mononucleares de Al, Al polinuclear
e Al como complexos de baixo peso molecular. No citoplasma celular, podem ser
considerados também complexos macromoleculares reversiveis ou irreversiveis.

Em solugbes &cidas (pH< 5.0), o Al solubiliza-se passando a forma de octaedro
hexahidratado (Al(kD)s>"), que por convencéo é chamadd*AEsta espécie é fitotoxica
para as plantas, mesmo em concentracbes micromolares (Delhaize e Ryan, 1995),
interferindo em grande variedade de processos fisioldgicos e moleculares (Kbethjan
1995). Além disso, causa danos no sistema radicular das plantas, cuja extensédo depende do
grau de susceptibilidade do gendtipo afetado e do nivel de saturacdo de aluminio no solo
(Magalh&es, 2008). O aumento do pH causa desprotonacées sucessivas formando Al(OH)

e AI(OH) 2. Em pH neutro, o aluminio apresenta-se na forma de AKQgibsita),
composto que nao € téxico as raizes das plantas, sendo esta a base quimica da neutralizacéo
do efeito fitotéxico do Al* pela pratica da calagem. A medida que o pH aumenta para os
valores comumente encontrados no citoplasma, (pH=7.4), o ion aluminato At{QHiha
a especiacao (Kochianal, 1995), reduzindo assim, a fluidez das membranas e aumentando
a densidade de empacotamento dos lipidios (Ehah1991).

Além disso, o Al pode induzir a despolarizacdo da membrana por inib#AT Pase
da membrana plasmatica, impedindo a formac&o e manutencdo do gradiehteAteet
al., 2001; Kochian, 2005). O Al interfere no transporte secundario de ions, causando
indiretamente alteracdo na homeostase dos ions nas células da raiz (Kochian, 2005). Assim
também, inibe répida e eficazmente o influxo dé*@ara dentro das células vegetais
(Rengel, 2003), modulando a atividade de transportadores através de mudancas no potencial
de membrana (Kochian, 2005). No citoplasma celular, pode interromper a dinamica do
citoesqueleto, interagindo com os microtubulos e filamentos de actina (Kochian, 2004),
além de poder afetar as funcdes da respiracdo mitocondrial (Panda, 2008) e induzir o
estresse oxidativo (Richards, 19%&de et al, 2016

Embora, a maior fragcdo do Al associado ao sistema radicular seja encontrado no

apoplasma (Kue, 2008), parte significativa do cation consegue penetrar rapidamente e



interagir com moléculas e estruturas subcelulares do simplasma (Lazof, 1996; Taylor, 2000).
Intracelularmente, o céation é capaz de se ligar ao DNA, afetando negativamente sua
atividade molde e a estrutura da cromatina, resultando em modificacdo do processo de
divisdo celular (Barceld, 2002; Kochian, 2005).

Plantas afetadas pelo Al apresentam ainda sintomas de deficiéncia de nutrientes, tais
como P e 0 G4 que sdo complexados ao aluminio ainda no solo, tornando-o indisponivel
para as plantas (Huaegal, 1996; Pereira, 2008)

2.2 Mecanismos de tolerancia ao aluminio

Nas ultimas décadas, muitos laboratérios ao redor do mundo tém concentrado seus
esforcos em identificar e caracterizar os mecanismos de tolerdncia das plantas a niveis
toxicos de Al em solos acidos (Ma, 2001; Pana, 2009). A compreensao destes mecanismos é
de fundamental importancia para o desenvolvimento de procedimentos para a selecao rapida
de plantas resistentes ao Al e com bom desempenho em solos &cidos (Barceld, 2002).

Existe uma complexidade de mecanismo aos quais as plantas utilizam para responder
ao estresse por aluminio, selecionados durante a evolucéo, como forma de contornarem seus
efeitos toxicos (Hunag, 2009). Tais mecanismos parecem ser resultado de duas estratégias de
desintoxicacdo do Al utilizadas pelas plantas e podem ser classificados em: tolerancia
interna ao aluminio no simplasma e tolerancia externa. Na tolerancia interna, a planta seria
capaz de crescer e se desenvolver mesmo apos a entrada de Al no simplasma daa células. J
na tolerancia externa, ocorre a exclusao do Al do &pice radicular por diferentes processos
incluindo sua imobilizacdo nas paredes celulares, a permeabilidade seletiva das membranas,
a formagé&o de barreira de pH induzida pela planta na rizosfera.

Em plantas que operam o mecanismo interno de desintoxicagdo, o Al é quelado no
citosol por acidos organicos, proteinas, ou outros ligantes organicos formando complexos
nao-téxicos e, em seguida, estes complexos sdo compartimentalizados nos vacuolos. Deste
modo, o Al modifica pouco ou nada o metabolismo da planta (Kochian, 2005; Ma, 2000;
Ma, 2001. Ryan, 2010). Este mecanismo de toleréncia é encontrado principalmente em
espécies endémicas de regibes com solos acidos, onde a capacidade de lidar com a
toxicidade ao Al é pré-requisito para sua sobrevivéncia (Ryan, 2010).

Alguns estudos demonstram a existéncia de um mecanismo, que envolve genes que
codificam proteinas similares as proteinas do tipo transportadores ABC (ATP binding

cassette). Dois genes que codificam para transportadores MEB3e ALS] associados a



tolerancia ao aluminio emrabidopsis(Larsen, 2005; 2007), tém sido funcionalmente
caracterizados, como responséveis por desintoxicar substancias organicas e inorganicas
(Shulz, 2006)ALS1¢é expresso no apice das raizes e em tecidos vasculares, sendo expresso
na membrana vacuolar (Larsen, 200ALS3 é expresso em diferentes 6rgdos e esta
localizado na membrana plasmatica (Larseal, 2005).

OsgenesSTAR1(Sensitive to Al rhizotoxicity e STARZoram identificados por sua
inducdo ao Al.STAR1codifica uma proteina que contem um dominio de ligacdo a
nucleotideos, enquan®TAR2codifica uma proteina com dominio transmembrana. Ambos
0S genes sao expressos principalmente nas raizes e sdo especificamente induzidos pela
exposicdo ao Al. STAR1 interage com STAR2 para formar um complexo que funciona
como um unico transportador ABC. O complexo transpdidd-Glc e é necessério para
tolerancia ao Al em arroz (Huang, 2008)TAR2é homodlogo ASL3embora apresentem
padrbes de expressao diferent8§AR2¢é expresso apenas em raizes, enquAaio3 &
expresso em raizes, folhas, caules e flores.

Todavia, 0 mecanismo predominante de tolerancia ao aluminio em plantas envolve a
ativacdo de transportadores de membrana, que intermedeiam a exudacdo de acidos
organicos pela raiz (Kochian, 2004). Através do mecanismo de exclusdo do aluminio, as
plantas sdo capazes de impedir que seja absorvido pela raiz e se acumule no simplasma
(Ryan, 2010). Isto se d& por meio da exudacéo pela planta de compostos fendlicos (Ofei-
Manu, 2001), formacdo de mucilagem (Miyasaka, 2001), aumento do pH da rizosfera
(Degenhardt, 1998) e exudacdo de acidos organicos como o malato, citrato e oxalato,
capazes de formar complexos com Al no meio externo; realizando a alcalinizacdo da
rizosfera; a redistribuicéo e, ou efluxo do aluminio (Ma, 2007).

Embora a exudacdo de acidos organicos ja fosse previamente conhecida, o gene que
controla a resisténcia ao aluminio, através da exudacao de acidos organicos, so foi isolado ha
onze anos. Sasakt al. (2004), isolaram e caracterizaram, pela primeira vez, um gene que
confere um efluxo de malato ativado por aluminio em trig@i¢un aestivuj. TaALMT
(Triticun aestivunaluminium-activated malate transportesjlifica um membro da familia
ALMT que consiste em proteinas transmembranas (Delhaize, ,280partir de um
transportador de malato ativado por aluminio que é capaz de conferir tolerancia ao aluminio
em células vegetai®\ familia ALMT esta localizado na membrana plasmatica e funciona
como um canal de anion ativado pelo aluminio, exudando malato pelas células da raiz
(Yamagucho, 2005; Zhang, 2008).



Outros importantes genes de resisténcia ao aluminio foram também descritos; nesses
casos, 0 acido organico exudado é o citrato, sendo a proteina envolvida pertencente a familia
MATE (multi drugand toxic compound extrusidurukawa, 2007). A familia de proteinas
transportadoras MATE corresponde a um grande e diversificado grupo de proteinas
presentes em procariotos e eucariotos. Genes MATE foram relacionados a resisténcia ao
aluminio em sorgo (Magalhdes, 200&pja GMALMT; Liang et al, 2013) cevada
(HVAACT1; Furukawa, 2007), trigo (TaMATE1L; Ryan, 2008)yabidopsi$AtMATE; Liu
et al, 2009), centeio (SCFRDLZ2; Yokosho, 2010), milho (Maron, 2010) e arroz (OsFRDL4;
Yokosho, 2011).

Embora os membros destas familias de proteinas sejam diferentes em sua sequéncia
e estrutura, conferem resisténcia®dd de uma forma similar, estéo envolvidas na exudacéo
de malato e citrato, podendo, em alguns casos, coexistirem na mesma espéeieal(Liu
2009). Acredita-se que o efluxo de oxalatde outras espécies de acidos organicos possa

ser controlado por uma terceira familia de genes, ainda néo identificada.

2.3 Regulacao da expresséao de genes de tolerancia ao aluminio.

Em Arabidopsis a expressao de ambos os geAe8|.MT e AtMATE, é regulada por
um fator de transcricédo do tipo dedo de Zinco8is-type, designado STOP$€nsitive to
proton rhyzotoxicity 1)que € também associado com a tolerancia a baixos pHs (luchi,
2007).

Homologo aSTOP1 o geneART1 (Aluminium resistance transcription factorl),
também pertence a familia de fatores de transcricdo do tipo dedo de Zinttisg&tygpe,
interage com o cis-elemento [GGN(T/g/a/C)V(C/A/g)S(C/G)] e regula a expressdo de genes
envolvidos na tolerancia ao aluminio (TSUTSUI, 2011), coB8ibAR1l e STAR2
pertencentes a familia de transportadores ABC (Huang, 2068} (Xia, 2010),0sFRDL
(Yokosho, 2011) ©sALS1(Huang, 2012).

OsFRDLA4, representante da familia MATE, em arroz, € um transportador de citrato
com baixo nivel de expresséo nas raizes, na auséncia de Al, mas induzido apés exposi¢do ao
metal (Yokosho, 2011). OsALS1 é um transportador ABC envolvido na tolerancia ao
aluminio em arroz (Huang, 2012) .

Em Sorghum bicolar através de clonagem posicional, Magalhéesal, (2007)

fizeram o mapeamento genético de linhagens tolerantes e sensiveis ao aluminio e



localizaram o locus d&bMATE AltSB, numa regido de 24, 6 Kpb do BAC 181910,
mapeado na regido terminal do terceiro cromossomo.

Com relacdo ao ger8bMATE foram encontradas regides polimorficas apenas em
introns e regides ndo codificantes quando comparadas aos éxons. A mais divergente dentre
elas, apresenta um indel de 728-pbupstream ao TATA box predit&GpRtATEe abriga
um elemento transponivel do tipo MITE. Magalhéeal, (2007) amplificaram a regido de
insercdo MITE e verificaram correlagéo positiva e significante entre a variagdo no tamanho
dessa regido e a tolerancia ao aluminio.A analise da regido MITE em acessos de sorgo
selecionados também apresentou padrao altamente estruturado e repetido além de sequéncias
que flanqueavam o local de insercdo MIHSta estrutura pode ser Unica ou repetida trés,
quatro e cinco vezes nas diferentes variedades BR007, BR012 e SC283 respectivamente.

Polimorfismos na regido codificadora sdo mais raros, tendo sido observados em duas
linhagens Tx642 e SC566 (Medt al, 2013). Na primeira, sensivel ao aluminio, insercoes,
delecbes e SNPs promovem a formacao de um stop codon prematuro, gerando uma proteina
SbMATEtruncada. Na linhagem SC566, que é resistente ao aluminio e mostra altas taxas de
exudacao de citrato pelas raizes, o Unico SNP, identificado no primeiro éxon, causa uma
mudanca ndo conservativa do aminoacido leucina para histidina. Estes mesmos autores
mostraram que linhagens isogénicas feitas pela introgressdo de alelos de AItSB
apresentaram grande variacdo na tolerdncia ao aluminio quando comparadas aos seus
parentais. Além disso, foi demonstrado que, esta transferéncia incompleta de genes
responsaveis pela tolerancia ao aluminio em linhagens isogénicas é associada a reducédo na
expressdo dSbMATEe indica a utilizacdo de fatores regulatorios agimdtrans Nesse
estudo, foi demonstrado que a baixa expressdo doJgMATE em linhagens de sorgo,
sensiveis ao Al é devida predominantemente a perda ou reducdo de transfatores em
backgroundgenéticos sensiveis ao Al. A complementacdo da baixa expressdo do gene
SbMATE devido a deficiéncia funcional dos transfatores, pode ocorrer em estoques
genéticos hibridos, gerados por cruzamento de um parental tolerante que apresente altos
niveis de expressdao &MATE responsaveis em restaurar a expressao dos alelos sensiveis.

A partir da deteccdo de um eQTL de efeito maior, co-localizado com @dlggose
confirmou a dominancia dos efeitos @ms no controle da expressao do gesSteMATE.
Entretanto, um outro eQTL foi detectado fora do Iédigs no qual possivelmente estédo
localizados fatores etnans que afetam a expresséao do g8h&ATE

Devido ao fato das regides fisicas dos eQTLs serem extensas, compreendendo varios

genes candidatos, foi realizado o estudo de mapeamento assocgeivamé-wide
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association- GWAS) para mapeamento de alta resolucdo dos transfatores, por meio da qual
foi possivel encontrar SNPs associados a tolerancia ao Al e a expressédo 8bMARTE
co-localizados na regido dos eQTLs, o que possibilitou a identificacdo dos 22 transfatores
candidatos (dados nédo publicados), Em estudos posteriores, foram selecionados, entre os 22
possiveis, 5 transfatores putativos, com base na maior inducédo ao Aluminio, aos quais serao
objeto de estudo desse projeto referencial .

Levando-se em consideracdo que a regido codificado@bNMATEapresenta alta
porcentagem de identidade entre os alelos sensiveis e tolerantes, e que, a maior divergéncia
entre as linhagens apresenta-se no nimero de copias repetidas de inser¢cdes MITE, acredita-
se que as mesmas estejam localizadas em regides regulatoBas4dE e que, ajam
aumentando a expressdo do gene no apice da raiz. Coletivamente, estes resultados sugerem
qgue a induzibilidade do gene de resisténicia SOMATE por Al € controlada por sequencias
regulatorias fora da regido codificadora, que sao alvos de fatores de transcricdo (Magalhaes
et al; 2007). Entretanto, elementos cis-regulatorios ainda ndo foram precisamente mapeados
no promotor do gen&bMATE e, tampouco, foram isolados fatores de transcricdo que
controlam de uma maneira especifica a expressdo do referido gene, o que constituem os

objetivos principais da presente investigacao.



3. Material e métodos

3.1 Ensaios de interacao dos putativos transfatores (genes candidatos) com o promotor de
SbMATE em leveduras.

Células de levedur&accharomyces cerevisiaa linhagem W303, previamente
transformadas com o vetor pHL$2contendo diferentes extensdes de sequencias 5’que
flagueiam o gen&bMATE foram individualmente co-trasformadas com cinco construcdes
de cDNA de sorgo clonadas gg8ADT7-AD. A interacdo dos possiveis transfatores com a

regido promotora do gene foi monitorada pela ativacdo do gene reh&8er

3.1.1 Clonagem da regiédo promotora de SbMATE em vetor de expressédo em levedura

Promotores completos d@bMATEdas variedades SC283 (tolerante ao Aluminio),
Tx430 e BRO012 (sensiveis) foram sintetizados comercialmente, ligados ao vetor,
pBlueScript Il SK (pBSK) e propagados é&scherichia coligstirpe DHSa.

Colbnias positivas foram selecionadas em meio contendo ampicilina (10 mg/L), e os
clones resultantes armazenados em estoques em glicerol (Tabela 1). Na nomenclatura dos
clones, o numero inicial representa a posicdo de extensao da sequéncia promotora a partir do
possivel ATG do gen8SbMATE,p denota promotor, seguido pelo niumero de repeticdes
MITEs contidas e a descricdo da variedade da qual se derivou a referida sequencia

promotora.

Tabela 1: Clones gerados pela insercdo de sequencias promotoras do gene SbMATE ds diferente
variedades de Sorghum bicolor (SC283, Tx430, BR0O07 e BR012) em pBlueScript Il SK.

Plasmideos* Catalogacao de laboratério
-5684pSbMATE Fm5miteatg-SC283 pUFV2371
-5299pSbMATE Fm4miteatg-BR012 pUFV2374
-4214pSbMATE Fmlmiteatg-Tx430 pUFV2372
--4940pSbMATE Fm3miteatg-BR0O07 pUFV2373

-3935pSbMATE 5S5miteatg pUFV2502
-2028 pSbMATE Omiteatg pUFV2503

*O numero inicial representa a extensdo da sequéncia promotora a partir do ATG do gene
SbMATEda variedade especificada.
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As regibes promotoras sintetizadas foram liberadas do respectivo plasmideo
recombinante, conforme Tabela 1, por digestdo com as enEico&d e Smal| purificados
de géis de agarose utilizando-se o kit Gel Extraction Kit (Qiagen). Em seguida, os
fragmentos purificados foram ligados ao vetor pHIS2.1 (Clontech) de expressdo em
leveduras, previamente digerido com as mesmas enzimas, utilizando 1uL da enzima T4
DNA ligase (400U/ml), adicionalmente & 1 pL do tampao de ligacdo (10X) da enzima, 6l
de inserto em 2 pL de vetor, ( proporcao de 3:1 da relagdo fragmento /plasmideo) para um
volume final de reagdo de 10 pL, foram entdo incubadas “over night” a 4°C. As reagdes de
ligacdo foram utilizadas na transformagao de células competentes DH5a, pelo método do
choque térmico, e os transformantes positivos foram selecioremdoseio contendo o
antibiético kamicina (10 mg/L)Os clones confirmados por sequenciamento foram estocados
em -80°C (Tabela 2) e contém o gene reporter HIS3 sob o controle do fragmento de
promotor especificado na nomenclatura do clone, sendo especifico para o sistema de mono-

hibrido para o escrutineo de cDNAs de fatores de transcrigéo.

Tabela 2: Plasmideos recombinantes derivados de pHIS2.1, contendo fragmentos do promotor de
SbMATE utilizados no sistema mono hibrido de leveduras .

Plasmideos * Catalogacao de laboratério
-5684pSbMATE Fm5miteatg-SC283HIS3 pUFV2376
-5299pSbMATE Fm4miteatg-Tx430HIS3 pUFV2377
-4214pSbMATE Fmlmiteatg-BR0O12HIS3 pUFV2379

-3935pSbMATE 5miteHIS3 pUFV2529
-2028pSbMATE OmiteHIS3 pUFV2530
-2102(32) pSbMATE -SC283HIS3 pUFV2044

* O numero inicial indica a extenséo do fragmento do promot@bdi#ATEda variedade de
sorgo especificada ate o primeiro ATG..

3.1.2 Clonagem de cDNAs sintéticos no vetor de expressao de leveduras para ensaios de
mono-hibrido

Entre os vinte e dois (22) cDNAs de transfatores candidatos a interagirem com o
promotor de SC283, identificados por mapeamento associativo a partir de eQTL ligado a
tolerancia a Al entrans quatro(4) foram selecionados de acordo com o nivel de expresséo
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génica na presenca de Aluminio. Estes transfatores, sintetizados comercialmente no vetor
pBlueScript Il SK(pBSK) flanqueados pela metade do sitio de recombinacgéao (Ktiaard)

e AttB2 (Reverse) foram utilizados como template na reacdo de PCR utilizando
oligonucleotideos especificos descritos na Tabela 3, contendo sitios das enzimas de restricéo
BamHI (Foward) e Xhol (reverse).Para que a sequéncia aberta de leitura fosse mantida;
para Sorbic.009G151400 (16) ndo foram adicionados sitiosndienasde restricdo. A
reacao de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) continladg@NA template, L do

tampdo 10X da enzim@ag-platinum DNA polimerase, 4,QuL da mistura 2,5 mM de
dNTPs (desoxirribonucleotideos trifosfatosylL2de cada um dos 443oligonucleotideos
(Foward e Reversd0 uM cada), 21 de MgSQ 50mM e 2,5 U DNA polimeraseTéag-
Platinum invitrogem) completados com 3813 de 4gua deionizada estéril pargqubQde

volume final. O tubo foi submetido a PCR no termociclador programavel, nas seguintes
condicBes: um ciclo inicial de desnaturacdo de 95°C/3min, seguidos de 30 ciclos de 95°C
145 seg, 55°C /45 seg, 68°C /1,5 min e extensdo final de 68°C /7 min. Os produtos
amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1% ( p/v), contendo
Brometo de Etidio (0,28/ml) e visualizados sob luz ultravioleta (UV) purificados do gel (o

kit Gel Extraction Kit (Qiagen) e clonados em pCR-TOPO 2.1 utilizando T4 ligase
(400U/ml), adicionalmente a 1 pL do tampao de ligagdo (10X) da enzima, incubadas “over

night” a 4°C. As rea¢Bes de ligacdo foram utilizadas na transformacdo de células
competentes DH5a, pelo método do choque térmico, e os transformantes positivos foram
selecionadogm meio contendo o antibiético ampicilina (10 mg/Os clones confirmados por

sequenciamento foram estocados em -80°C (Tabela 4).

Tabela 3: Oligonucleotideos usados para amplificagdo dos cDNAs sintéticos deparsiertos em
pBSK.

Transfator Primer Sequencia

Sorbic.009G166200 (13) | Sb099022810BamHIFwd| ggatcccgATGGCGGACGCTCCG

Sorbic.009G166200 (13) |Sbh099022810XholRvs |ctcgagTTA GTT TGA GAT ATC CCC ATT

Sorbic.009G174300 (14) |Sb09g023500BamHIFwd|ggatccgtATG ACG CTG TCT CCA CCG CA

Sorbic.009G174300 (14) |Sb099g023500XholRvs |ctcgagCTA GTA CCC ATC ATA CGA AAA

Sorbic.009G151400 (16) |Sb099021530Fwd ATG GCG CGT CCG CAG CGA GTG
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Sorbic.009G151400 (16) |Sb099g021530Rvs CTA GTG AGT CTC TGC TAG AGA

SORBIDRAFT_09g022540 Sh099g022540BamHIFwd| ggatccgtATG CCG CCG CTG GCG
(19)

SORBIDRAFT_099g022540) Sb099022540XholRvs | ctcgagTCA TTC CTT CTT CCC TAT GCC
(19)

*Letras minusculas na sequencia dos oligonucleotideos indicam os sitios de restricdo inoluidos

produto amplificado.

Para clonagem dos cDNAs sintéticos no vetor de expressao de levedARiE7-
AD, as regibes codificadoras dzansfatoressorbic.009G166200 (13), Sorbic.009G174300 (14)
e SORBIDRAFT_ 099022540 (19oram liberados de TOPO 2.1 utilizando as enzimas de
restricdoBamHI (Promega)e Xhol (Promega) A digestdo ocorreu por 2 horas a 37°C
utilizando-se 10ng/pl de DNA, ZBamH|, 2uXhol, 5 uL de tampao “D” (Promega) e 36 pL
de agua miliQ autoclavada. Para Sorbic.009G151400 (16) foi utilizada apeo&d
(Invitrogen). A digestdo ocorreu por 2 horas a 37°C utilizando-se 10ng/uL de DNA, 2u
EcoRl 5 uL de tampdo “React 3” (Invitrogen) e 38 pL de &gua miliQ autoclavad#s
reacoes de restricdo foram corridas em gel de agard%e ( p/v) purificadas e clonadas com
T4 ligase, em pGADT7-AD previamente digeridos com as mesmasias. O vetor pGADT7-
AD foi tratado com 2U de fosfatase alcalina (CIAP-Calf lime$ Alkaline Phosphatase)
responsavel por manter o plasmideo na sua forma linear , a reagéaoulbada a 37°C por 30
minutos.

As ligacdes foram utilizadas na transformacéo de células competeisshdgichia
coli da estirpe DH5a, pelo método do choque térmico, os transformantes positivos foram
selecionados com ampicilindQ( mg/L) e diagnosticados por sequenciamento. Os clones
resultantes (Tabela 4) foram armazenados em glicerol 50% e mantidos em freezer -80°C.
Nos clones resultantes, a regido codificadora do transfator putativo esta fusionada “in frame”
ao terminal carboxilico do dominio de ativacdo de GAL4 e de uma etiqueta HA, sob o

controle do promotor e de sinais de terminagao de transcricdo déDelie

Tabela 4: Clones obtidos pela insercdo da regido codificadora dos genemaeésciem
diferentes vetores de clonagem e expressado em leveduras.

Transfator candidato Tamanho| Clones em Clones em Clones em

(pb) pBSK PCR2.1-TOPQ pGADT7-AD

Sorbic.009G166200 (13) 604 pUFV2458 pUFV2594 PUFV2597(p
NF-Y-like
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Sorbic.009G174300 (14) 769 pUFV2459 pUFV2595 pUFV2598(p
WRKY41-like)
Sorbic.009G151400 (16) 1354 pUFV2461 pUFV2596 PUFV2659(p
Zincfinger-like)

SORBIDRAFT_09g022540 (19 589 pUFV2464 pUFV2637 pUFV2648
(pSb09g022540)

3.1.3Transformacdao de leveduras

Células de levedur&accharomyces cerevisiaa linhagem W303MATa/MATa
leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15])pkjue é deficiente na producéo
de leucina, triptofano, uracila e histidina (Trp-, Leu-, Ura-, His-), foram crescidas em meio
YPD-A por 16 horas, sendo entdo submetidas a centrifugacao de 13000 g por 30 segundos e
re-suspensas com 1 mL de &gua deionizada. ApGs re-centrifugacdo a 13000 g por 30
segundos foram obtidas as células pré-lavadas utilizadas para transformacdo com DNA
plasmidial, utilizando-se o método de transformacé&o com acetato de litio/polietilenoglicol
(PEG), segundo instrugbes da Clonteh. Os transformantes obtidos foram plagueados em
meio seletivo e crescidos por trés a quatro dias a 28°C.

3.1.4 Ensaio de Mono-hibrido em leveduras

A interacdo dos possiveis transfatores com a regido promoto&MATE foi
monitorada pela ativacdo do gene reporter HIS3. Para isso, células de levedura
Saccharomyces cerevisida linhagem W303, previamente transformadas com os clones do
promotor pUFV2376 (-5684pSbMATE-SC283pHIS2.1), pUFV2379 (-5299pSbMATE-
BRO12pHIS2.1), pUFV2377 (-4214pSbMATE-Tx430pHIS2.1) e pUFV2044 (-
2102pSbMATEpPHIS2.1) foram co-trasformadas com os clones pUFV2597YBNKke),
pUFV2598 (pWRKy41-like), pUFV2659 (pZincfinger-like) e pUFV2648, selecionados a
partir dos 22 transfatores putativos identificados por eQTL. Posteriormente, as leveduras
transformadas foram plaqueadas em SD-Leu-Trp, e mantidas em BOD 28°C por 36 horas,
até atingir OD de 1,0, para monitoramento da co-transformagdo com os dois plasmideos.

Para analise de interacdo dos transfatores com os fragmentos de promotores utilizados, os
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transformantes foram crescidos em meio deficiente de Leu, Trp e His e suplementado com

diferentes concentracdes de 3-Amino-1,2,4-triazole (3-AT)

3.1.5Determinacéo da concentracdo ded@nino-1,2,4-triazole (3AT)

Na auséncia de ativacdo, a expressao constitutiva de HIS3 é muito baixa. Durante a
triagem, a expressdo basal € controlada pela adicdo de 3-amino-1,2,4-triazole (3-AT) ao
meio. Para se determinar a concentragdo necessaria para suprimir totalmente a ebgpressao
HIS3 para os clones a serem utilizados, células de lev&haeharomyces cerevisiaa
linhagem W303 transformadas com os plasmideos recombinantes foram plagueadas em
meio SD-Leu-Trip-His suplementado com 3-AT, nas concentra¢des de 2,5 mM; 5,0 mM;
7,5mM e 10 mM.

3.2 Anadlise in silico dos transfatores candidatos

As sequencias completas dos fatores de transcricdo putativos foram obtidas nos
bancos de dados do Phytozome (http://www.phytozome.net), e submetidas ao programa
WolfPsort (http://www.genscript.com/wolf-psort.html), para a analise da localizagéo
subcelular. A busca de ortologos foi feito por meio do programa eggNOG,
(http://eggnogdb.embl.de). Para a busca heuristica local com algoritmo BLASTp (Basic
Local Alignment Search Tools for protein), sequéncias de aminoacidos de genes da
espécieArabidopsis thaliana, Cariacica papaya, Cucumis sativus, Citrus sinensis, Glicine
max, Manihot esculenta, Oriza sativa, Phaseolus vulgaris, Sorgum bicolor, Solanum
lycopersicuma, Solanum tuberosum, Triticum aestivuma, Vitis vingfegf@ea maysforam
recuperadas do sistema on-line Phytozome V.10.3 (https://phytozome.jgi.doe.gov).
Juntamente, o0s genes Sobic.009G174300 (WRKY DNA -binding domain) e
Sobic.009G151400 (DHHC-type Zn-finger proteins) Si@rgum bicolorforam utilizados
como molde contra as sequéncias de aminoacidos das espécies selecionadas.

Utilizando comparacgéo par a par das sequéncias de aminoacidos o algoritmo BLAST
foi ajustado com parametro dvaluedeterminado em 10E-10. Baseando-se nos critérios
de maior identidade, similaridade e cobertura da sequéncia suportados pelo indice de
confiangaE-value os cinco genes melhor ranqueados em cada espécie foram selecionados.

Sendo assim, um conjunto de dados em formato FASTA contendo 70 sequéncias de
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aminoacidos foi criado para cada gene template. Para as analises filogenéticas, as sequéncias
de aminoé&cidos destes genes foram alinhadas com auxilio do software MUSCLE (Edgar,
2004), utilizando parametros default. Deste modo, as arvores foram construidas utilizando o
método da maxima verossimilnanca, com 10.000 réplicas de bootstraps, ajustado com
modelo Jones-Taylor-Thorton utilizando matriz de substituicio de nucleotideos
BLOSUMA45 por meio do software FastTree Version 2.1.4 SSE3 (Price et all 2010) e
visualizadas com auxilio do software Figtree v1.4 (Rambaut, 2015).

3.3 Ensaios de transativacado do promotor SOMATE em protoplastos de Arabidopsis

3.3.1 Construcao dos diferentes fragmentos do promotor de SOMATE fusionados ao gene
reporter GUS

DNA total da variedade tolerante SC283 foi utilizado como molde para isolamento
de fragmentos do promot@bMATEutilizando oligonucleotideos especificos que anelam
em diferentes extensdes do referido promotor e contem sitios para as enzimas de restricao
EcoRI e Hindlll, gerando fragmentos de diferentes tamanhos (Tabela 5). Para reagédo de
PCR, foi utilizado 1ul do DNA molde (10ng/ul), 1ul de cada oligonucleotiBeadrd
eRreversea 10uM cada), 0,1ul da enzima de alta processividade DNA polim@=age
platinuminvitrogem), 5ul de DMSO 20%, em 2ul do tampédo 10X da enZiaggplatinum
DNA polimerase, 1yl de dNTPs (desoxirribonucleotideos trifosfatos) 2,5 mM, 0,8 ul
MgSQO, 50mM, completados em 6,1 pl de agua mili-Q, para um volume final de reacédo 20
ul. As condicdes de amplificacdo foram: um ciclo inicial de desnaturacdo de 95°C/2min,
seguidos de 40 ciclos de 94°C /30 seg, 55°C /45 seg, 68°C /2,5 min e extensao final de 68°C
/5 min. Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%(
p/v), contendo brometo de etidio (0,25ug/ml) e visualizados sob luz ultravioleta (UV).

Tabela 5 : Oligonucleotideos usados para amplificacdo dos fragmentos do promotor de SC283.

Oligonucleotideo Sequéncia 5°-3° Posicéo
PALTSB1975-Fwd* ccccgaattcGCATGGGGCCATCAACGGTG -1975
PALTSB1-Rvs** ccccaagcttCATGTCGGCCTAGCTACAAACC 1
PATTSB2838-Fwd* ccccgaattGGATCCAGTGAGCTACCGTACC -2102
PALTSB536-Fwd* ccccgaattcCCCCGTCTTGCTCTTCAGCTCT -536
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PALTSB1360-Fwd* ccccgaattcGTCGTCACGTCGACCAAACTTT( -1360
PALTSB536-Rvs *** | CcccaagcttAGAGCTGAAGAGCAAGACGGG -536

*Todos os oligonucleotideos foward contém sitio de EcoRI.

**Q oligonucleotideo reverse SC283 contém o ATG putativo, cddon inicial da sequéngémelo
SbMATE, seguido do sitio de Hindlll.

*** O oligonucleotideo reverso contendo o sitio de Hindlll

Os fragmentos amplificados foram clonados em pCR®8/GW/TOPO, utilizando
TOPO clonasse (Life Technology), de acordo com as especificacbes do fabricante (Tabela
6) confirmados por sequenciamento, armazenados em glicerol 50% e mantidos em freezer -
80°C.

Tabela 6: Clones gerados pela insercdo de fragmentos do promotor de SOMATE da variedade SC283
em TOPOS.

Clones obtidos* Catalogacéo do

laboratério

-2102 pSbMATE- SC283 pUFV 2003
-1975 pSbMATE- SC283 pUFV 2007
-1360 pSbMATE- SC283 pUFV 2005
-536 pSbMATE- SC283 pUFV 2008
-1975 t0-536 pSbMATE-SC283 pUFV 2006
-1360 t0-536 pSbMATE-SC283 pUFV 2004

*A enumeracao inicial indica a extensao do fragmento do promotor clonado em relacdo ao
possivel ATG, a letra p denota promotor, seguido do nome doSiATEe da variedade
gue originou o fragmento do promotor.

Os diferentes fragmentos do promotor foram, em seguida, transferidos por
recombinacado para pMDC162, utilizando a enzima LR clonasse a 25°C por um periodo de 2
horas. Apds o tempo de incubacdo, as reacfes de recombinacdo foram tratadas com
proteinase K (2ug/ul), por 15 min a 37°C e utilizadas na transformacédo de células
competentes dé&scherichia colida estirpe DHS5a, pelo método do choque térmico. Os
transformantes positivos foram selecionados com o antibiético Higromicina (10mg/L),

diagnosticados por sequenciamento e armazenados em glicerol 50% e mantidos em freezer -
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80°C. Os clones resultantes estdo descritos na Tabela 7 e contem o gene repérter GUS sob

controle do fragmento do promot8sbMATEIndicado.

Tabela 7: Clones gerados pela clonagem de fragmentos do promotor de SbMATE da variedade
SC283 em pMDC162.

Clones obtidos Catalogacao do

laboratorio

-2102 pSbMATE-SC283::GUS pUFV2028
-1975 pSbMATE-SC283::GUS pUFV2032
-1360 pSbMATE- SC283::GUS pUFV2030
-536 pSbMATE- SC283::GUS pUFV2149
-1975 to-536pSbMATE-SC283::GUS| pUFV2031
-1360 to-536SbMATE-SC283::GUS pUFV2029

3.3.2Transformacdo de Arabidopsis

As construcdes de DNA descritas na Tabela 7 foram utilizadas para transformar
Agrobacterium tumefacierestirpe GV3101. As col6nias positivas foram diagnosticadas via
PCR, utilizando os oligonucleotideos especificos para os fragmentos dos promotores de
SbMATEe, em seguida, utilizadas para a transformac@oat@dopisthaliana v. Col 0 pela
técnica do mergulhamento floral (Bent, 2002). Ap6s o periodo necessario para o seu
desenvolvimento, as sementes foram coletadas e armazenadas. Os transformantes primarios
foram selecionados em meio com higromicina 10 mg/L. Na fase de selecdo de
transformantes, as sementes passaram por um processo de desinfestagcdo em 1 mL de solucao
de desinfestacdo (12,5% de hipoclorito de sédio: 37% de agua: 50 de etanol 70%), por 15

minutos, seguidos de trés lavagens com etanol 100%.

3.3.3 Clonagem dos transfatores putativos em vetor de expressdo em plantas

Os quatro (4) transfatores candidatos a interagirem com o promotor de SC283, foram

sintetizados comercialmente contendo a metade da regidao de recombinacdo AttB1l e AttB2,
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clonados em pBSK. Para a reestruturacdo da regido de recombinacdo AttB inteira, 0s
cDNAs dos genes candidatos foram amplificados por PCR utilizando oligonucleotideos
especificos para a regido de recombinacédo, AttB1 (GGGGACAAGTTTGTAOWgrd e
AttB2 (GGGGACCACTTTGTACA)Reverse

O produto de PCR purificado foi transferido por recombinacdo (GW) ao vetor de
entrada comercial pPDONR201, utilizando-se a enzima BP clonase (Invitrogen), segundo
especificacdes do fabricante. O produto de recombinacgéao foi utilizado na transformacéo de
DHS5a. As coldonias crescidas em meio com antibidtico kanamicina (10mg/L) foram
confirmadas por sequenciamento e geraram os clones listados na Tabela 8. Por possuir a
mesma marca de sele¢éo do vetor de destino, os clones em pDONR201 foram digeridos com
a enzimas de restricadpal (Boehringer Mannheim), utilizando 2 pl desta a 1U, 5ul do
tampéao da enzima 10X, 5ul do DNA 1ug e completados em 38 ul de agua, para um volume
final de 50 pl, a reacéo foi realizada a 37°C por 2 horas. O vetor aberto foi purificado com
Kit comercial (QIAGEN) utilizados na recombinacdo com vetor de destino pEarlyGatel104,
utilizando LR clonase a 25°@ver night Apés o tempo de incubacdo, as reacdes de
recombinacao foram tratadas com proteinase K (2ug/ul), por 15 min a 37°C e utilizadas na
transformacao de células competente&sieherichia colida estirpe DH5a, pelo método do
choque térmico. Os transformantes positivos foram selecionados com o antibidtico
kanamicina (10mg/L), diagnosticados por sequenciamento e armazenados em glicerol 50% e

mantidos em freezer -80°C. Os clones resultantes estdo descritos na Tabela 8.

Tabela 8: Clones obtidos pela insercdo da regido codificadora dos geoegsadés em
diferentes vetores de clonagem e expresséo em plantas.

Clones obtidos Clones em Clones em Clones em
pBSK pDONR201 pEarlyGate104
Sorbic.009G166200 (13) pUFV2458 | pUFV2497 pUFV 2603
(p35S:NFY-like)
Sorbic.009G174300 (14) pUFV2459 pUFV2498 pUFV 2640
(p35S: p WRKY41-like)
Sorbic.009G151400 (16) pUFV2461 | pUFV2499 pUFV 2641
(p35S: p Zincfinger-like)
SORBIDRAFT _099g022540(19] pUFV2464 pUFV2522 pUFV2647
(p35S:SORBIC099022540
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3.3.4 Ensaio de transativacdo em protoplasto de plantas

Com a finalidade de confirmar a atividade de transativagcdo dos transfatores
identificados com construcées do promotor do gelnRIATE foram realizados ensaios de
B-glucoronidase em protoplastos de plantad@bidopsis transformadas com os referidos
promotores do gerfebMATE

3.3.4.1. Obtencéo de protoplastos

Para o isolamento de protoplastos, foram utiliza&tabidopsis thaliana&om 15 dias
de idade como descrito por Niyogi (2005) com modificagdes. As plantas foram cortadas com
bisturi e incubadas em solucdo enzimatica (Cellulase 1%, Macerozyme 0.2%, Mannitol
0.8M, KCI 1M e MES 100nM pH 5.7) 10- 15 ml, sob vacuo por 30 segundos e mantidas
sob agitacao por seis horas com aproximadamente 80 rpm a 30°C. A cada 30 min, a digestao
era monitorada examinando as células por microscopia. As folhas digeridas foram filtradas
com filtro de nylon de 65 uM de espessura e centrifugadas a 200 x g por 2 min. O
sobrenadante foi descartado pallet lavado duas vezes em 10 mL de solucédo de lavagem
(NaCl 5M, CaCl2 1M, KCI 1Me MES 100mM), centrifugado a 200 x g por 2 min e
ressuspendidos em 1 mL de tamp&o de eletroporagdo (Mannit@M),.&MgCl2 1 mM e
MES 100mM).

3.3.4.2 Transfeccao em protoplastos

Para o ensaio de expressdo transiente, 2°xal8x 10 de protoplastos foram
eletroporados a 250 V, 250 pF com 10 pg do DNA de interesse, 30 pg de DNA de esperma
de salm&o em um volume final de 0.8 mL. Apds 36 h de incubacéo, sendo 12 horas no claro
e 24 horas no escuro, os protoplastos foram centrifugados e congelados em nitrogénio
liquido.

3.3.4.3 Ensaio da atividade GUS

O ensaio fluorimétrico para avaliar a atividade da B-glucuronidase foi conduzido
segundo o protocolo de Jeffersenal, (1987), utilizando-se methylumbelliferone (MU)

como padrdo. Amostras de trés transformantes independentes e dos respectivos controles
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foram trituradas e homogeneizadas & (1l de tampao GUS [NaH2PO4 pH 7.0, 100 mM,

EDTA 10 mM, sarcosil 0,1% (p/v), Triton X-100 0,1% (v/v)]. Para a reagao de atividade da
enzima, 25ul do extrato foram adicionados a 2%l do tampao GUS contendo como
substrato 2 mM de 4-methilumbelilfefHD-glucuronideo (MUG). A mistura entdo foi
incubada a 37°C por 30 minutos e a atividade de GUS foi mensurada utilizando o Leitor
Microplacas InfiniteM200pro (TECAN). A concentracdo de proteinas totais foi determinada
pelo método de Bradford (Bradford, 1976).
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4. Resultados e discussao

4.1 Identificacéo in silico de fatores transcricionais candidatos que controlam a
expressdo do gene SbMATE

A localizacdo de um eQTL fora do logdtsg confirma a possibilidade da existéncia
de possiveis fatores localizados #ans que afetam a expressao do g&mdMATE(dados
nao publicados). O mapeamento por intervalos multiplos Mitiple interval mapping
MIM, Kao et al ., 1999) também foi realizado e observou-se a ocorréncia de interacédo
epistética, compativel com um modelo de interacdo entre transfatores e a regido promotora
do geneéSbMATE.

Devido ao fato das regides fisicas dos eQTLs serem extensas, compreendendo varios
genes candidatos, foi realizado um estudo de mapeamento asso@atioon€-wide
association— GWAS) para um mapeamento de alta resolucdo dos transfatores, sendo
possivel encontrar SNPs associados a tolerancia ao Al e a expressao SbMaAf& co-
localizados na regido dos eQTLs. Estas andlises possibilitaram a identificacdo prévia de
vinte e dois (22) transfatores candidatos, localizados no cromossomo 9, dos quais quatro
(Sb099g022810, Sb09g023500, Sh09g021530 e Sb09g022540) foram selecionados para o
presente estudo, por demonstrarem maior expressao génica na presenc¢a do aluminio.

As sequencias de nucleotideos e de aminoacidos correspondentes aos genes
candidatos foram inicialmente obtidas no banco de dados do phytozome (anotacdo do
genoma v2.1) e posteriormente re-analisadas na versdo mais recente do genoma anotado
(v3.1) (Figuras suplementares S1, S2 e S3). O gene Sb09g022540 (Figura suplementar S4),
com 528 pb, nao foi encontrado na versdo mais atual do genor@argleum bicolar
Segundo informacdes disponibilizadas no sistema online phytozmsheci da anotacao
v2.2 foram provisoriamente mapeados na anotacao v3.1 pelo algoritmo BLAT. Os loci v2.1
e v3.1 foram comparados par a par, e as proteinas de identididade igual ou superior a 70%,
permaneceram com a mesma anotacao na versao V3.1. Este critério permitiu 0 mapeamento
de 88% de loci v2.1 com v3.1. Aparentemente, o gene Sb09g022540 ndo se enquadrou no
critério de identidade superior a 70% e, desta forma, ndo foi encontrada na versao mais
recente. Entretanto, uma busca no banco de dados por sequencias com alta similaridade
identificou a proteinaSabic.009G163400, como possivel Sb09g022540, embora muito
maior que a sequencia investigada (1461 pb) (Figura Suplementar S5). O alinhamento entre

as duas sequencias evidencia que a proteina de interesse Sb09g022540 provavelmente
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representa apenas uma parte da proteina original. Tal fato poderia estar relacionado a um
splicingalternativo ou outro fator ainda desconhecido (Figura Suplementar S6).

O gene de interesse Sorbic.009g166200 (Sindnimo: Sb09g022810) possui 543pb e
codifica uma proteina predita com 180 residuos de aminoacidos na qual pode ser predito um
dominio conservado, similar ao NF-YB (Nuclear transcription factor Y subunit B, Histone-
like transcription fator fold), encontrado entre o0s aminoacidos 68 a 84
[CVSEFISFITSEASDKC], sendo assim designada protein&RHike (Figura 1).

a) a (180 aa) NFY-like

b) ) — (23532) WRKY41-like

0) w (432 aa) ZincFinger-like
d) (175 aa) Sb09g022540

! 00200 30 40 500

Figura 1: Representacdo esquematica da estrutura primaria dos transfatores gesdjtegios na

figura. O tamanho das proteinas preditas esta representado em escala e o correspondeie nimero
aminodcidos é indicado em paréntesis. Os dominios conservados sao esquematizados em cores. Em
vermelho, N dominio de histone-like fold ou NF-YB entre os aminoacidos 68-84, em pretoiodom
WRKY localizado entre os aminoacidos 122 a 191 e em verde, dominio ZincFinger, posicaes 138
188.

Consistente com uma possivel funcédo de fator transcricional, a proteivi-hike
possui um sinal de localizacao nuclear predito. O complexo NF-Y estimula a transcricéo de
varios genes por meio de interagdo com o0s elementos cis-regulatorios CCAAT de
promotores de genes em plantas. Como fator transcricional geral de promotores, a perfilacdo

de expresséao por RNA-seq de MB-like em sorgo revela uma expressao relativamente alta
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em todos os tecidos analisados e condi¢cfes de tratamento como patdogenos, ABA, NAOH e
PEG (Figura 2A).

O gene de interesse Sorbic.009g174300 (14) (Sb09g023500), de 706 pb, codifica
uma proteina predita de 235 residuos de aminoacidos , contendo um dominio de ligacdo ao
DNA do tipo WRKY, que compreende os residuos de aminoacidos da posicdo 122 a 191
[LTEAPENDHFHWRKYGEKNILYAEYPRL
YYKCgysDDHKCPAKKYVQQQSNTYPPLFLVTLINEHTCDTL], além de uma sinal de
localizacdo nuclear predito na regido delimitado pelos aminoacidos posicbes 14-58. A
proteina codificada por Sorbic.0099g174300 foi designada WRKY-like (Figura 1).
Interessantemente e consistente com um possivel papel regulador na expressdo do gene
SbMATE 0 gene WRKY-like é expresso relativamente em baixo nivel e exclusivamente em
raizes de palantulas em condicbes normais de crescimento e tratadas com ABA, PEG e
NAOH (Figura 2B).

Além desses, o0 terceiro gene de interesse Sorbic.009G151400 (16) (Sb09g021530)
possui 1299 pb e codifica uma proteina de 432 residuos de aminoacidos onde se pode prever
um dominio “Zinc finger do tipo DHHC, localizado entre os residuos de aminoacido nas
posicoes 138 e 188
[KYCDTCMIYRPPRCSHCSICNNCVERFDHHCPWVGQCIGQRNYRYFFMFVS)),
designado ZincFinger-like (Figura 1). A proteina ZincFinger-like possui um sinal de
localizacdo nuclear predito localizado entre aminoacidos 14-58 e segmentos
transmembranas nas posi¢ées 35-56, 56-88, 183-205, 228-250. A perfilacdo de expressao do
gene ZincFinger-like revela um padréo de expresséo relativamente alto e unifotros®em
0s o6rgaos e condi¢cbes analisadas (Figura 2C). Para SORBIDRAFT 099022540, que contém
523 pb, nao foi possivel encontrar dominios conservados, exibindo uma expressao baixa e

especifica de anteras e pétalas (Figura 1; Figura suplementar S4, Figura 2D).
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Figura 2: Analise in silico da expressao dos transfatores putativos. Os graficesemegm a
perfilacdo de expressdo dos putativos transfatores, como indicado na figura, em difeygotededr
sorgo e condigBes, conforme indicado na figura e determinado porsBINA-

4.2 A proteina WRKY-like, mas ndo NFY-like, interage estavelmente com o promotor
SbMATE em leveduras.

Para se identificar possiveis transfatores que controlam a expressdo do gene
SbMATE,foram utilizados promotores inteiros do ge&S®MATE derivados das variedades
SC283, tolerante ao aluminio, Tx430 e BR012, sensiveis ao aluminio (Figura 3), como alvos
dos putativos transfatores NiB-like e WRKY-like por meio do sistema mono-hibrido de

leveduras.
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EcoRl 1749 363 33| 33| 33| 36392 2010 Smal Sacl  -5684pSbMATE Fm5miteatg-5C283
EcoRl TR 3ea|a 2010 Smal Sacl -5299pSbMATE Fmémiteatg-BR0012
EcoRl 1749 363 Bp 2010 Smal Sacl  -4214pSbMATE Fm1miteatg-Tx430
rJ
EcoRl 200 Hinglll_2102psbmMATE

Figura 3. Representagdo esquematica dos promotores inteiBsViReTEde diferentes variedades

de Sorghum, tolerante (SC283) ou sensiveis ao aluminio (BR012 e Tx430), sintetizados
comercialmente. Os nimeros representam a extensao das sequencias de DNA em pb. As sequéncias
MITE estdo indicadas em amarela. A construgdo truncada é derivada do pronBbdAlEEda

variedade SC283.

As leveduras W303 foram transformadas com as diferentes construcbes do
promotor fusionadas ao gene HIS3 (pSbMATE-HIS3) e a ativacao transcricional do gene
repérter HIS3 foi monitorada diante da expressdo da proteina NFY-like fusionada ao
dominio de ativacdo de GAL4 (Figura 4). Transformantes duplos independentes foram
incubados em meio SD deficiente de Leu e Trp (SD-Leu-Trp, Figura 4) para assegurar a
presenca de ambos os plasmideos (pSBMATE-HISRFeYB-like-GAL4). Embora, a co-
transformacao de leveduras tenha ocorrida com alta eficiénci#BNke néo foi capaz de
ativar o gene reporter, uma vez que as leveduras co-transformadas ndo foram capazes de
crescer em meio deficiente de histidina em qualquer concentracdo de 3-AT (Figura 4, SD-
Leu-Trp-His). Estes resultados indicam que o transfator NFY-like n&o interage com os

promotores testados pelo ensaio mono-hibrido em leveduras (Figura 4).
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SD-Leu-Trp SD-Leu-Trp-His

Figura 4: NFYB-like ndo interage com promotores 8BMATEem leveduras. Ensaio mono-hibrido

de leveduras utilizando os promotores SIBMATE conforme esquematizado na Figura 3, e o
plasmideo NF¥B-like::AD). Todas as leveduras co-trasnformadas foram crescidas em meio SD
deficiente de leucina e triptofano (SD-Leu-Trp) para confirmar a presenca de ambagdragdems

dos plasmideos recombinantes nas células. A interacdo entre o promotor indicado a daquerda
figura e o transfator analisado NMB-like foi avaliada pelo crescimento de leveduras em meio SD
deficiente de leucina, triptofano e histidina (SD-Leu-Trp-His) e suplementado com AsAduas
primeiras linhas sdo controles negativos do ensaio, vetor do promotor vazio + vekmpreksao
contendo o gene N¥B-like e vice-versa. Diferentes diluigcbes dos transformantes sé@o indicados n
topo das figuras.

Similarmente, foi avaliado a capacidade de WRKY-like de interagir com o0s
promotoresSbMATEem leveduras (Figura 5). Em contraste aos resultados d@Nike,
WRKY-like fusionada ao dominio de ativacdo de GAL4 foi capaz de ativar a autotrofia a
histidina/adenina em leveduras co-transformadas com a construgdo de todos os promotores
SbMATEtestados. Estes resultados indicam que WRKY-like interage com os promotores
SbMATEIsolados de variedades tolerantes e sensiveis a aluminio e que se diferenciam
principalmente pelo niamero de repeticbes MITE. Uma vez que o numero de repeticdes
MITE tem sido correlacionado com o nivel de expressao doSjeMATEem resposta a Al
a possibilidade de que o alvo cis-regulatério de WRKY-like resida na regido MITE foi
avaliada em ensaios de delecdo do promotor. Assim sendo, foi preparada um fragmento
truncado do promotd8bMATEda variedade tolerante que se estende até a posicdoe-2102
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representa uma regido proximal comum a todos os prom@bMATEtestados, mas sem o
dominio cis-regulatério MITE.

A expressdo de WRKY-like em leveduras co-transformadas com a construcdo do
promotor truncado promoveu o crescimento da levedura modificada na auséncia de histidina
e presenca de 3-AT (Figura 5). A interacdo entre WRKY-like e a regido pioxion
promotorSbMATEE especifica porque WRKY-like ndo foi capaz de promover autotrofia a
His em leveduras co-transformadas com o vetor pHIS3 vazio (Figura 5). Estes resultados
indicam que o sitio de ligagdo ao DNA de WRKY41-like reside na regidao de 2102 bp,

comum a todos os promotores analisados e designada de regido proximal.

1.0 01 0,01

pHIS vazio + pGADT7 14

pHIS 12 +pGADT7 vazio

-5684 pSHMATE SC283 +
-5317 pSbMATE BRO12 ¥
+
-4232 pSLMATE Tx430
&

-2102 pSbMATE SC283

SD-Leu-Trp SD-Leu-Trp-His

Figura 5: WRKY-like interage com os promotoresSleMATEem leveduras. Ensaio mono-hibrido

de leveduras utilizando os promotores SIBMATE, conforme esquematizado na Figura 3, e o
plasmideo NF¥B-like::AD. Todas as leveduras co-trasnformadas foram crescidas em meio SD
deficiente de leucina e triptofano (SD-Leu-Trp) para confirmar a presenca de ambagdrasdamns

dos plasmideos recombinantes nas células. Crescimento de leveduras em meio SDe d#icient
leucina, triptofano e histidina (SD-Leu-Trp-His) e suplementado com 3-AT demonsintara;do

entre o promotor indicado a esquerda da figura e o transfator analisado WRKYAd$i duas
primeiras linhas s&o controles negativos do ensaio, vetor do promotor vazio Hevetpressao
contendo o gene WRKY-like e vice-versa. Diferentes diluicbes dos transformamiadisddos no

topo das figuras.
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4.3 Os transfatores WRKY41-like e ZincFinger-like transativam a regido proximal do
promotor em Arabidopsis thaliana

Os resultados de mono-hibrido em leveduras permitiram mapear o provavel sitio de
ligacdo do transfator WRKY-like na regido proximal do prom@bMATE A fim de
fornecer evidencias complementares de que o §bMATEE regulado por WRKY-like, foi
realizado ensaios de transativagdo do gene reporter glucuronidase (GUS) em protoplastos de
Arabidopsis, usando a regido proximal do promotor fusionado a GUS.

Estes experimentos permitem avaliar a atividade de ativacdo transcricional do
transfator em plantas. Além do gene WRKY-like, foram incluidos no ensaio os putativos
transfatores ZincFinger-like e Sb09g022540. YB-ike foi incluido como possivel
controle negativo, além do vetor de expressdo em plantas, pEARLY, vazio. Os protoplastos
foram preparados a partir de folhas de Arabidopsis estavelmente transformada com o gene
GUS sob o controle da regido proximal do promo&sMATE (-2396pSbMATE-
SC283:GUS). Os resultados de transativacdo sdo mostrados pela atividade de GUS,

normalizada contra protoplastos de plantas selvagens néo transformadas (Figura 6).
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Figura 6. Expressado transiente de WRKY-like e ZincFinger-like em protoplastos de Adibido
transativa o promotolfSbMATE (regido proximal). Protoplastos de Arabidopsis estavelmente
transformados com -2102pSbMATE-SC23::GUS foram eletroporados com plasmideos contendo
NF-YB-like, WRKY-like, ZincFinger-like, SB09g022540 ou o vetor pEarlyGate104 vazio. Bf6s
horas, a atividade dg-glucuronidase foi determinada a partir de extratos proteicos isolados das
células transfectadas. As barras indicam o desvio padrdo da media (n=3). ©soasiedicam
médias significantemente diferentes do controle pelo teste Scott-Knott, p<0.05.

Consistente com os resultados de ligacdo ao promotor em leveduras, WRKY-like,
mas nao NF¢B-like, especificamente transativou a regido proximal do pron®iMATE
em planta. Similarmente, o putativo transfator ZincFinger-like foi capaz de especificamente
transativar a regido proximal do promot&MATE enquanto que a expressao de
Sb099g022540 ndo causou ativacdo do promStVATE A falha de NFYB-like, que
possui caracteristicas de transfatores gerais, em transativar o promotor SbMATE substancia
0 argumento que os fatores transcricionais ZincFinger-like e WRKY-like controlam o

promotorSbMATEde uma forma especifica.
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4.4. Os sitios de ligacdo ao DNA dos fatores transcricionais WRKY-like e ZincFinger-like
estdo contidos em uma regiao de 146 bp, posicdes -2386 a -1975, do promotor SbMATE.

Para mapear o sitio de ligacdo ao DNA de WRKY-like e ZincFinger-like, foram
feitas dele¢des na extremidade 5° (truncagdes até -1975, -1360 e -536) e amplificacdes
internas (-1975 a -536; -1360 a -536) da regiao proximal do pror8btdATEgerando 6
fragmentos truncados do promotor da variedade tolerante SC283 que foram fusionados ao

gene reporter GUS (Figura 7) e utilizados para transformar Arabidopsis.
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Figura 7: Representacdo esquematica de delecdes da regido proximal do pei#dEfusionadas a
GUS e usadas para transformacdo de Arabidopsis. O quadro a direita sumariza os resultados
transativacéo dos referidos fragmentos de promotores pelos transfatores indicados na figura.
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A capacidade dos fatores transcricionais WRKY-like e ZincFinger-like em
transativar o gene reporter foi avaliada em ensaios de transativagdo em protoplastos de
Arabidopsis estavelmente transformadas com as construgdes do promotor (Figura 8). Os

resultados também sdo sumarizados na Figura 7.
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Figura 8. Analise de tranativacdo de diferentes fragmentos do pro8iNbXTEpelos transfatores
indicados na figura. Protoplastos de Arabidopsis estavelmente transformados conrastesndd
promotor fusionadas a GUS, conforme indicado na figura, foram eletroporados com plasmideos
contendo NF¥B-like, WRKY-like, ZincFinger-like, SB09g022540 ou o vetor pEarlyGatel04
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vazio. Apos 36 horas, a atividade flglucuronidase foi determinada a partir de extratos proteicos
isolados das células transfectadas. As barras indicam o desvio padréo da média (n=3).

A delecdo da regido proximal até a posicdo -1975 aboliu completamente a
transativacdo do promot&MATEtanto por WRKY-like quanto por ZincFinger-like. Estes
resultados estabelecem que o sitio de ligacdo ao DNA dos dois fatores transcricionais esta
contido na regiao deletada de 127 bp, delimitada pelas posi¢oesa-25. Consistente
com esta interpretacdo nenhum outro fragmento do promotor foi transativado pelos
transfatores WRKY-like e ZincFinger-like (Figuras 7 e 8).

Estes resultados indicam que o sitio provavel de interacdo dos transtatores
delimitado pela posicéo -21G2-1975. Essa sequencia de 127 pb foi submetida a analise
para a presenca de cis-elementos no programa Plant CARE
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/).  Apdés  andlise, foram
encontradas potenciais cis elementos regulatorios que respondem a variacoes do meio
ambiente e cis-elementos gerais de transcricdo como CAAT box e TATA box (Figura 9;

Tabela Suplementar S1).

-2102 to -1975 pSbMATE-SC283
GATCCAGTGA GCTACCGGTG AAGGTGCTCG TTATGCGTTT AAACATTGTIT CCGTCCGGCG GCATCTATAC
CTAGGTCACT CGATGGCCAC TTCCACGAGC AATACGCAAA TTT(.AA GGCAGGCCGC CGTAGATATG

+ v

+ TCCTACAGAC TATTAAAGTT GGTTGGCGTT TGCTGCTTTA TTAATGCATG CATCAAGCAT GGGGCCAT-
AGGATGTCTG ATAATTTCAA CCAACCGCAA ACGACGAAAT AATTACGTAC GTAGTTCGTA CCCCGGTAGT

- TGCC

Figura 9: Analise dos cis- elementos regulatérios da sequencia de 127pb presente no fragmento
-2102 to -1975 pSbMATE-SC283::GUS (32). Os cis-elementos estdo identificados em diferentes
coloracoes, podendo contabilizar um total de 6 elementos preditos.

Um sitio Abox (em verde), definido como cis -acting elemento regulador associado
com P e L -box envolvidos na inducao da atividade transcricional, requerido mas suficiente
para conferir capacidade de resposta a luz, esta localizado na posicdo 51. Alem desse

elemento de resposta a estresse, destwgmBox 4 (em amarelo), que representa um cis-
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elemento descrito como parte de uma matriz conservada de DNA (pal- CMA1) envolvido
com a capacidade de resposta luz, localizado na posicao -110. Destacam-se ainda um CAAT
box (em vinho), localizado na posi¢éo -45 comum ao elemento cis em pronsstoarcer

e um CCAATbox(em vermelho), na posi¢cao +139, descrito como possivel local de ligacdo
de MYBHv1 que esta de acordo com a sequéncia alvo consenso pyAAC(G;T)G. Como
representante de cis-elmentos que confere tecido-especificidade, observa-se a gaesenca
sequencia consenso CCGTCC na posicdo + 51 (em verde), descrita como elemento
regulador cis -acting relacionado com ativacao do meristema (Tabela Suplementar S1).
Além desses, mas sem importancia bioldgica j4 que é dependente de posicdo em genes
eucarioticos (posicao -30), diversos TATBoxes foram identificados. Estudos de
mutagénesis dirigida in situ no dominio cis-regulatério de 127 bp deverdo ser conduzidos

para precisar os sitios de ligacao dos transfatores¢ WRKY-like e ZincFinger-like.

4.5 Os genes WRKY-like e ZincFnger-like de Sorghum bicolor sdo amplamente
distribuidos no reino vegetal.

As sequencias dos transfatores WRKY-like e ZincFnger-lik&atghum bicolor
foram usadas como protétipos para identificacdo de genes ortélogos no genoma de
Arabidopsis thaliana Carica papaya Citrus sinensis Cucumis sativis Glycine max
Manihot esculenta Phaseolus vulgaris Solanum lycopersicumSolanum tuberosum
Triticum aestivumOryza sativaand Zea mays Foram selecionados 0s cinco genes mais
relacionados de cada espécie de plantas para construir arvores filogenéticas (Figuras 10 e
11).

Com base na genealogia, ambos os transfatores WRKY-like e ZincFinger-like
formaram clados independentes com genes de monocotileddéneas (Figuras 10 e 11). O gene

WRKY-like € mais relacionado com o ortélogo de mil3RMZzM2G034421_ P01, com o

qual compartilha 82% de identidade e 85% de similaridade de sequéncia dentro de uma
cobertura de sequencias de 85%, seguido pelo gene de trigo Traes_ 1AL 309623B48.1 e o
gene de arroz LOC_0s05g40070.1 (Tabela Suplementar S2).
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Figura 10: Analise filogenética do WRKY-like (Sorbic09g174300(14)). A sequenciaide&miados

dos cinco genes mais relacionados das espécies indicadas foram recuperadas do banco de dados
TAIR (http://arabidopsis.org/) e Phythozome v10.3 e alinhadas usando MUSCLE. As arvores
filogenéticas foram construidas utilizando método de maxima verossimilhanca, com 10.iga6 répl

de bootstraps. O gene WRKY-like (Sorbic099g174300(14) esta4 destacado em azul. Os nomes das

espécies de plantas estdo indicados em paréntesis.

Ort6logs do gene ZincFinger-like também foram encontrados no genoma de todas as
espécies de plantas analisadas; Porém, apresentaram maior homologia de sequencias com os
representantes de monocotiledoneas (Figure 11, Tabela Suplementar S3). De fato, a maior

identidade de sequencias € encontrada entre 0os gene ZincFinger-like de sorgo e o gene
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GRMZM2G100641_ P01 de milho (91% de identidade, 94% de similaridade de sequencias e
96% de cobertura), seguido pelo gene LOC_0s059g36090.1 de arroz (82% de identidade,
89% de similaridade e 96% de cobertura) e pelo gene Traes_1BL 19E07DAOF.1 de trigo
(80% de identidade, 89% de similaridade e 96% de cobertura). Este alto grau de conservacao

entre ortélogos de diferente espécies sugere que os transfatores WRKY-like e ZincFinger-

like exerce func¢des conservadas em diferentes espécies de planta.
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Figura 11: Analise filogenética do transfator ZincFingée (Sorbic099g151400(16)). A sequencia
de aminoéacidos dos cinco genes mais relacionados das espécies indicadas foram redaperadas

banco de dados TAIR (http://arabidopsis.org/) e Phythozome v10.3 e alinhadas usando MUSCLE.
As arvores filogenéticas foram construidas utilizando método de maxima velltuwsgaj com
10.000 réplicas de bootstraps. O gene ZincFinger-like (Sorbic09g151400(16)) esta destacado em

azul. Os nomes das espécies de plantas estdo indicados em paréntesis.
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As proteinas contendo dominio WRKY formam uma familia ampla de fatores de
transcricdo especificos de plantas, sendo que tem sido relacionadas com controle de
expressao génica como defesa e em resposta a estresses. Nenhuma informagéo funcional
adicional existe coma relacdo aos ortélogos de WRKY-like do sorgo. Sendo assim, a
caracterizacdo funcional de WRKY-like devera ser conduzida por meio de abordagens
bioquimicas e genéticas. Similarmente, caracteristicas estruturais relevantes do gene
ZincFinger-like foram identificadas, como, por exemplo, a presenca de dominios
transmembranas. A ancoragem de fatores de transcricdo em membranas representa um
aspecto regulatorio eficiente utilizado pelas células eucaridticos para manter o gene inativo
na auséncia de estimulos. Nestes casos, a presenca do estimulo promove a liberacdo do fator
de transcricdo da membrana e subsequente translocacdo para o0 nucleo onde ativa a
expressao um conjunto seleto de genes contendo seu elemento cis-regulatério. Assim sendo,
a determinacéo da localizacdo subcelular do transfator ZincFinger em condicdes normais e
em resposta a estimulos devera ser conduzida como etapa fundamental para se entenderem

0S mecanismos regulatorios que controlam o G&MGATE.
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5. Conclusdes e Perspectivas

O gene SbMATE confere resisténcia a Aluminio, exibe uma expressao tecido-
especifica, predominantemente no apice das raizes e € induzido por Al em sorgo. Apesar da
relevancia desse gene como alvo potencial para desenvolvimento de estratégias moleculares
visando a obtencdo de cultivares tolerantes a Al, as bases moleculares que controlam a
expressdo do referido gene nao foram ainda elucidadas. Nesta investigacdo, foram
fornecidas diversas linhas de evidéncia que conclusivamente demostram que os fatores
transcricionais WRKY-like (Sorbic.009g174300) e ZincFinger-like (Sorbic.009g1%1400
contribuem positivamente para o controle da expresséo dQdheTE

Inicialmente, foi demonstrado que o transfator WRKY-like interage com os
promotores do gen8bMATE isolados de variedades tolerantes e suscetiveis ao Al em
leveduras. A ligacdo de WRKY-like ao promof&itMATEé especifica, porque o transfator
NFY-B-like e o vetor de expressdo pEarlyGatel04 vazio n&o interagem com nenhum
fragmento do promotor em leveduras. A interacdo ocorre em uma regido do promotor
comum a todos os promotor8bMATEtestados que se estende do primeiro cédon ATG até
a posicao -2102, designada de regido proximal do promotor.

Consistente com um papel no controle da expressdo do SEMATE o gene
WRKY-like é expresso exclusivamente na raiz. Além disso, em ensaios de transativagdo do
gene reporter GUS em protoplastos de Arabidopsis transformados com a regido proximal do
promotorSbMATEfusionados a GUS, foi demonstrado que, ndo somente WRKY-like, mas
também ZincFinger-like ativam o promotor de uma maneira especifica. Em contraste, 0s
transfatores n&o relacionados, como Y8-ike e SORBIDRAFT_099g022540 né&o foram
capazes de se ligarem ao promotor em leveduras e ativar a expressao do gemesnepo
protoplastos de Arabidopsis. Por meio de ensaios de transativacdo em protoplastos com
regibes truncadas do promotS8bMATE os possiveis sitios de ligacdes dos transfatores
WRKY-like e ZincFinger-like foram mapeados em um dominio cis-regulatorio de 127 pb,
delimitado pelas posicdes -21821974.

A relativa proximidade dos sitios de ligacdo ao DNA dos transfatores WRKY-like e
ZincFinger-like no dominio cis-regulatério de 127 bp do promStuvATEpode ser um
indicativo de que os dois transfatores formam dimeros para ativacao da expressao do gene
SbMATE Ensaios de interagdo de proteinas, como duplo hibrido em leveduras, co-

imunoprecipitacado e/ou de complementacgéo de fluorescence bimolecular (BiFC), juntamente
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com ensaios de transativacdo de genes repOrteres com a expressdo simultanea dos dois
transfatores, poderéo testar esta hipétese. Além disso, os elementgslaisrios alvos de
WRKY-like e ZincFinger-like poderdo ser precisamente identificados por meio de ensaios

de mutagéneses dirigida in situ do dominio cis-regulatorio.
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7. Suplementares

>Sobic.009G166200.1
GCACCCTCGCGGGCCGCCTTCTCTTCTCCAGCGTCCGATCTCCCACTCGCCTCCCTCACCGCAGCTCTCT
CTGCTCGGTCGCTTCGCCCCCCCTCCGCCCTCTCCCCTGCGCGCGCGCTCGCCACCTCGCTCTCCCCTCC
CTCCACGTCGCCCGTGCCCGCGCTTATATAAGTGCAGGAGGAGCTCATGGCGGACGCTCCGGCGAGCCCT
GGGGGCGGCGGCGGGAGCCACGAGAGCGGGAGCCCCAGGGGCGGCGGAGGTGGAGGCGGTGGCAGCGTCA
GGGAGCAGGACAGGTTCCTGCCCATCGCCAACATCAGTCGCATCATGAAGAAGGCCATCCCGGCTAACGG
GAAGATCGCCAAGGACGCCAAGGAGACCGTGCAGGAGTGCGTCTCAGAGTTCATCTCCTTCATCACTAGC
GAAGCGAGTGACAAGTGCCAGAGGGAGAAGCGGAAGACCATCAACGGCGACGACCTGCTGTGGGCCATGG
CCACATTGGGGTTTGAGGACTACATTGAACCACTCAAGGTGTACCTGCAGAAGTACAGAGAGATGGAGGG
TGATAGTAAGTTAACTGCAAAAACCGGTGATGGCTCAATTAAAAAGGATGCCCTTGGTCATGTGGGAGGA
AGTAGCTCAGCTGCACAAGGGATGGGCCAACAAGGAGCATACAACCAAGGAATGGGTTATATGCAACCTC
AGTACCATAATGGGGATATCTCAAACTAATGAAGATCTGGACCTTTTCTGCGACAGCTGCTCTTCCCTGA
GGTGCATATTTGGTCATAGTTATTTACTGAGACACCTTGCGGTGACCATTAAAGAGTAACCAGTCACCCC
CGGTAGGTCCAAGAACTGATGAAGGTCCAAGAACTGATGAGGCAGCTTTGCTAGGTGTAAATTGCTTCCC
TGGGAATA

>Sobic.009G166200.1
MADAPASPGGGGGSHESGSPRGGGGGGGGSVREQDRFLPTANISRIMKKAIPANGKIAKDAKETVQECVS

EFISFITSEASDKCQREKRKTINGDDLLWAMATLGFEDYIEPLKVYLOQKYREMEGDSKLTAKTGDGSIKKDALGHVG
GSSSAAQGMGQQGAYNQGMGYMOPQYHNGDISN*

Figura suplementar S1: Sequencia de nucleorideos e de aminoacidos do transfator candidato NFY-
like. Na sequencia de nucleotideos, a regido 5° UTR esta destacada em verdo, em azwsescur
exons, em azul claro, os introns e em rosa, a regido 3'UTR nao transcrita. Na sequencia de
aminodcidos, o dominio conservado esta marcado com letras vermelhas

>Sobic.009G174300.1
AAGCTCATGTCCTGTCCAAACTTCTCAGTTCTCACCCCGCCGGCGCCGGCTCCCAGTCCCAGCCAGCTTC
CACATTTTTCTTTCTTCACCTTTTGAAAAGGTGTTCCCCCCTTTGTCGACGTGCTCCAACTCCATGACGC
TGTCTCCACCGCAGCCGCCGCCCTCCTCCAGCCCAAGGCACGCAGCGATCCAGGAGCTCAGGAGAGGTAC
CCAGCTGGCGGAGCTGCTCAGGCAGCAGGTAGAGCTCATCCCGGAGCCTAACCGCCGGCAAGCTGCAGTG
GTCAACGTGGGCGAAATATCCATGGCTATGGAGTCGTCGCTCTCCATTCTCCAGTCTGAGATGGAGCACC
CCTTCGTCTCCGAGGTCATGGCTGCGCCCACTGCCTACTCTGACGGAGGCAGCACCAGCAGGGAAAGGAA
TGGTCCCGTGGCCCGTACAAGAAGGGTGAGGCACCGGCGAGGCAGAGATGGAGCTGAACTCCCGATCAAG
GAGATACTGACTGAGGCACCAGAAAACGATCATTTCCACTGGAGGAAATATGGTGAAAAGAATATCCTCT
ATGCTGAATATCCAAGGTTATACTACAAGTGCGGTTACAGCGATGACCACAAGTGCCCGGCAAAGAAATA
CGTGCAGCAGCAAAGCAACACCTACCCTCCACTTTTCTTGGTCACCCTGATCAACGAGCATACCTGCGAC
ACCTTGTTCCGGGATGAGCCCAGCTCAAGCAGCAGTGGTTCGCAGGTTCTCGACTTCACAAAGGCATCGC
TTTCTCCTGAAGAAGACAGCAGCATGCCTGTGTCTATGCACAGATATTCGTTTTCGTATGATGGGTACTA
GTCGTCTTCGTTGCCCAGGATCGATGTCGGCAGATGGATTCCAGATCATCAGGTAGATTTATCCTTGGGA
CCTGGGTGGTAGCGCACTCGCTCAGGCAAGCAGACTCACGCGGCAAGAGTTGTAGCTCGGCGTGCACTTG
CCTTTTGATTAAGGATTTCAATGTACCTGCCAGATCCAAACCCACGCATTTAATTATTTTCTCATTTCAC
GGATCACACAAGCTGGTCTCGGTGGGTGTGGTTTGATGGAAGGGCAAGGTCTTTTTTCTCTTAAGAGCAA
GGTCAATAATAGAGCCAAGTGCTTAGCTATAAGCCAAGTGATTAGAGCCA

>Sobic.009G174300.1
MTLSPPOPPPSSSPRHAAIQELRRGTQLAELLRQOVELIPEPNRRQAAVVNVGEISMAMESSLSILQOSEM
EHPFVSEVMAAPTAYSDGGSTSRERNGPVARTRRVRHRRGRDGAELPIKEILTEAPENDHFHWRKYGEKNILY
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AEYPRLYYKCGYSDDHKCPAKKYVQQQOSNTYPPLFLVTLINEHTCDTLFRDEPSSSSSGSQVLDEFTKASLS
PEEDSSMPVSMHRYSESYDGY

Figura suplementar S2: Sequencia nucleotidica e proteica do transfator candidatd AAIRE. Na
sequencia de nucleotideos, a regido 5 UTR esta destavada em vede, em azul esams, €8
azul claro, os introns e em rosa, a regido 3’'UTR néo transcrita. Na dagideraminoacidos, o
dominio conservado esta marcado com letras vermelha.

>S0bic.009G151400.2
TTACACCTCACCTCCCCGTCCCCCCCACACGCACAAAGGCGACGCGACGCGACGCCAGCAGCGCTTGCTT
TCCTCTCCCTGCTCTGCTCGGCCTCGCCGCTTCCCCCTCCTCTACCCCTGCCTCTGCCTGCCTGCCTGCC
TCAACGATTCCTCCGCTTTTCCTTTTTCAAAATCGCCCTTTTCTCGTGCGCGTGTCGACTCCTTCCTGGT
TCCTGCTCGCCGGCGGGTCTGGGCTGGCGGGGGACGGACGCTGCCTCGGATGAGGCCGCGCTGACCGGAGLCC
GGACCACCCGGCGCCCACCCATGGCGCGTCCGCAGCGAGTGTACGAGGCTTGGAAAGGGAACAATGTAAA
GATCCTGCCTTCTCTTTCCTCTGCCCTCCTCTCGCTTCATCTTGTTAGTTCTTGAGCCGGGAATCTGGGT
TGCACTGTTCGGTTCTTCCGTGGGGAATTCCGCTTCTTGCTGCTGTATGGGATCGTTTTGGTAGAGTTGG
TTTGCGCCTGTACTTATGCGGCCAGTGTGCGGTTTACTACTACTTTACTGTTCTCGGCGATTCCAGAAAT
TCTTCTTTGGTGGGAGGCTCATATTCGGACCTGACGCCAAGTCACTGATCCTCTCTGTTTCGCTCATTGT
GATCCCGGTATTGGTCTTCTGCGGATTTGTTGCTCGGCATCTCCGCCACCATTTCCCGGATTACAATGCA
GGATATGCGATTCCTGCGGTGGCTGTGGTGTTTATGATTTACGTGCTAGTCCTGCTCTTGGTTACATCAG
CGCAGGATCCTGGGATCGTTCCCCGCGCGGCCCACCCGCCGGAGGAAGAGTTTTCTTATGGGAACGCCTT
GTCTGGGGGCACGCCTGGGAGGCTGCAATTCCCCCGTGTGAAGGAAGTCATGGTTAAGGGGATGCCTGTG
AAAGTGAAGTATTGTGACACCTGCATGATTTATCGGCCTCCTCGATGCTCACACTGTTCGATATGCAACA
ATTGTGTAGAGCGCTTTGACCATCATTGTCCCTGGGTTGGACAATGCATTGGACAGCGCAATTACCGGTA
CTTTTTCATGTTTGTTTCTTCCTCGACTCTTCTCTGCATTTATGTATTTGCAATGTCAGCCTTGTACATC
AAGTTTCTCATGGACGAGGGTTATCCAACAGTATGGAAGGCTTTCAAACACTCTCCCGCTTCTTTGGGGC
TTTTGATATATTGTTTCATTGCTCTCTGGTTTGTCGGTGGACTCACTGGATTTCATTTGTACCTCATTAG
CACCAACCAGACCACGTACGAGAATTTTCGATACAGATCAGACAGCAGGCCTAATATCTATAGTCAAGGA
TGTCTGAATAACTTTCTAGAAGTCTTCTGTAGCAAGACAAAACCTTCTAAACACAAGTTTCGGGCATATG
CACAAGAGGAAGTGCGACCTCCAACAGTTAGCTTTGGTAGGGATGTTGAAGATGAACCAGTTGGCGGTCC
TCGGTCGAAAGTTGAAGATGATCTTGAAATTGGTAGTGATCTTCTGAAGATCTCTCAGCGGCGCAATTAT
GAGGATGTTAATGTAGAAGTGGGAGGTCCTCACAGGCTCAGCAGTGAGATGGAAGGCATAGCCAATGCCA
AACTTGTGGCATGTTCAGAATCACAGATCCCTGCAGTTGGGAGCGACGTAAGGGTGCGACACTCAAGCTG
GGATCGGAGAAGTGGGAACTGGGACATGTCATCAGATGTACTTACAAGAAGCGCATCAGATGTAATTGAA
CGTAGCGTGTTTGCCACGGAGGCTGCACATCCATCTCTAGCAGAGACTCACTAGTGAATTGTTTGTGCAT
TCAGAACAATGTGTGTGCAGTTTGGATTGCAAGGCCATTTAAGTTAACTCATGTTGGCTCACCCAGACAG
CAAGGAAGAAAACGCCTGTCATGCATTTTGACTTTGACTGCCTTGATTGGGTTTTCTTTCCGACCCTTGT
CAATTGTCATGTATGAGCAACTATTTAGTCAAAGAATTAGCCCCATTGTGCCATTATATTCGTGTGTTTG
TGCCATAGTCTCAATCTGACGCTGTGTTGCGTATGGTCCTGTCTGTAAATTGCAAGTGCAGGATTCTCAA
TTTCTCATCCAATTGTAATTCTTCTTAGGCTATTTCTTTGAGAATGTTATCTCGCCTGGCCCT

>S0bic.009G151400.2
MRPVCGLLLLYCSRRFQKFFFGGRLIFGPDAKSLILSVSLIVIPVLVFCGFVARHLRHHFPDYNAGYAIPAVAVVEMIYV
LVLLLVTSAQDPGIVPRAAHPPEEEFSYGNALSGGTPGRLOFPRVKEVMVKGMPVKVKYCDTCMIYRPPR
CSHCSICNNCVERFDHHCPWVGQCIGORNYRYFFMFVSSSTLLCIYVFAMSALYIKFLMDEGYPTVWKAFKHSPAS
LGLLIYCFIALWFVGGLTGFHLYLISTNQTTYENFRYRSDSRPNIYSQGCLNNFLEVFCSKTKPSKHKFRAYAQE
EVRPPTVSFGRDVEDEPVGGPRSKVEDDLEIGSDLLKISQRRNYEDVNVEVGGPHRLSSEMEGIANAKLV
ACSESQIPAVGSDVRVRHSSWDRRSGNWDMSSDVLTRSASDVIERSVFATEAAHPSLAETH*

Figura suplementar S3: Sequencia nucleotidica e proteica do transfator candidato ZitikEinger-

Na sequencia de nucleotideos, a regido 5 UTR esta destacada em verde, em azul escurp, 0s exons
em azul claro, os introns e em rosa, a regido 3'UTR ndao transcrita. Na sequantiaodeidos o

dominio conservado marcado com letras vermelhas.
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>Sb09g022540 CDS

ATGCAGGGGCATGCGTACAGCCGCCTGGGCAGCTTCGGCTCCGCGGCGAGLCGLGLLGTCCCCCCCGLCaLC
GCCGTCGCCGTCGTCACAGGTGCCGGCTGGGGCCGGLCGLCCGGLCGCCGGLCGCTGGCGGGGGCAGCCGGACG
CCCGCGAAGGTGGGTTCGGCGAGGGGCATCCCGGGGGLCGLCGGLCGTCGGCAACGGLCGGLCGGLCGLCGGGLG
GGGGTCGCCCACCGTGGCGGLGGLCGGLGGLCGCGGLGCGGAGGGTGGCCAGGGCGGTGCTCGCGACACTG
CTGCGGAGGCAGGCGGTGTTCCTCTTCGCGCCGCTGCTGTACGTCGCCGCGATGCTGCTGTACATGGGCTCG
CTCCCGCTCGACGCCGTGCCGCGGATCATCGCGCGCCAGCCGCCTGGGTCGGTGTACCGCAGCCCGCAACTG
TACGCGCGGCTCCGCGCCGACATGGACGCCGACAACTCCACCGGCGCGGCTTGCAACGTGGCGCAAATGTT
TGGCCGTATTGATCACAGAATGGTTGAAGCATGA

>Sb09g022540

MQGHAYSRLGSFGSAASAPSPPPPPSPSSQVPAGAGAGAGAGGGSRTPAKVGSARGIPGAAASA
TAAARAGVAHRGGGGGAARRVARAVLATLLRRQAVFLFAPLLYVAAMLLYMGSLPLDAVPRIIARQP
PGSVYRSPQLYARLRADMDADNSTGAACNVAQMFGRIDHRMVEA

Figura suplementar S4: Sequencia nucleotidica e proteica do transfator candidato Sb09g022540.
*Sequéncia obtida na versao anterior (v2.1) do Phytozome e indisponivel na versao atual v3.1

>Sobic.009G163400.2
GACACTGCTGCGGAGGCAGGCGGTGTTCCTCTTCGCGCCGCTGCTGTACGTCGCCGCGATGCTGCTGTAC
ATGGGCTCGCTCCCGCTCGACGCCGTGCCGCGGATCATCGCGCGCCAGCCGCCTGGGTCGGTGTACCGCA
GCCCGCAACTGTACGCGCGGCTCCGCGCCGACATGGACGCCGACAACTCCACCGGCGCGCTAGCAACTGT
ATGGAGGCACACTTACAAAGGTGGCACATGGCGGCCCTGCATAAAAAACATGACAAATGGTTTACCTGAA
TCAAATGGCTACATATACGTTGAGGCAAATGGTGGTTTAAATCAACAAAGGACATCGATATGCAATGCAG
TCGCCATTGCTGGTTTTCTGAATGCTACTCTTATTATCCCAAATTTCCATTTCCATAGCATTTGGAGGGA
TCCTAGCAAATTCAGCGATATCTATGATAAAGATCAATTTGTACAACGTCTACAAAATGATGTTAGAGTA
GTCGACAAAATTCCGGATTTTATAATGGAGCGGTTTGGTCATAATCTCAGCAATGTGTTCAATTTCAAGA
TAAAGGCTTGGGCACGCATTCAATATTACAAAGATGTTGTTCTTCCAAAATTAGTTGAAGAAAGATTCAT
CAGGATTTCTCCTTTTGCCAACCGACTCTCATTTGATGCACCTTCTGCTGTTCAACGGTTGAGATGCTTG
GCAAACTTTGAAGCCTTAAAATTCTCTAAACCAATTGTGTCTTTGTCTGAAACCTTAGTTTCTCGAATGA
GAGAGAAAAGTGTTGCAAGTGATGGAAAATATATCTCAGTGCATCTTCGTTTTGAGGAGGATATGATTGC
CTTCTCATGTTGTGTATATGATGGTGGTGATGAGGAGAAGAAGGAAATGGATGCAGCCAGAGAAATAGGT
TGGAGAGGGAAATTTACTAAGAGAGGACGGGTAATAAGACCAGGAGTGATCAGAATGACTGGAAAATGTC
CTCTTACACCTTTGGAGGTTGGGTTAATGCTTCGTGGAATGGGTTTCAGCAATAAGACTGCAATCTTTTT
GGCATCTGGAAAGATTTACAGAGCAGAGAAGAACATGGCTTCTCTTCTTGAAATGTTTCCTCTCCTACAG
ACAAAAGAGACACTGGCATCAGAAGAGGAACTTGCTCCATTCAAGAATTTCTCCTCAAGGATGGCTGCTG
TTGACTATAGCGTTTGTGCTCAAAGTGAAGTTTTTGTGACCACACAAGGCGGAAATTTCCCGCATTTCCT
TATGGGTCACAGGAGATACTTGTATGGTGGGCATTCAAAAACAATTAAACCAGACAAAAGAAGGCTTGCT
GTACTTTTTGATAATCCACGTATAGGGTGGAAGGCATTGAAGCGGCACTTGCTTAATATGAGAGCACACA
GCGATGCCAAGGGGATTGAAATGAAAAGACCAAACGAATCCATATATACCTTTCCATGTCCTGACTGCAT
GTGCCGCTTGAACAGAACAGAACACTCGAAATCCAAACACAGTAGATAGTATCTCGTAGTTGCATTCCAG
ACTAACCCTATTCTTTCTGACATCCAGTTTAGTTTGTTCATTCTTCATTTGCTGTGCGGCTTTTCATTAC
TTCATCTGCAAGCATACTTGCCAGCTGCCACAGCATTGAAAGCAATCTATTCTCCCTATGTAGCGGTTTT
TCCTTGTATAGCATATGCCAGCATGGAAACCCCAGGTTCCTCCATGGAGTATTAGGCCAATTGTTATGCT
AACTATACATCAGCTGACTATAATCCTCAACAACAGATCTGACTCCAGTAGGA

>S0bic.009G163400.2
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MLLYMGSLPLDAVPRITARQPPGSVYRSPOLYARLRADMDADNSTGALATVWRHTYKGGTWRPCIKNMTNG

LPESNGYIYVEANGGLNQQRTSICNAVAIAGFLNATLIIPNFHFHSIWRDPSKESDIYDKDQFVQRLONDVRVVD

KIPDFIMERFGHNLSNVENFKIKAWARIQYYKDVVLPKLVEERFIRISPFANRLSFDAPSAVQRLRCLANFEALKF
SKPIVSLSETLVSRMREKSVASDGKYISVHLRFEEDMIAFSCCVYDGGDEEKKEMDAAREIGWRGKFTKRGRVIRP
GVIRMTGKCPLTPLEVGLMLRGMGFSNKTAIFLASGKIYRAEKNMASLLEMFPLLQTKETLASEEELAPFKNE'S SRM

AAVDYSVCAQSEVFVTTQGGNFPHFLMGHRRYLYGGHSKT IKPDKRRLAVLEDNPRIGWKALKRHLLNMRA
HSDAKGIEMKRPNESIYTFPCPDCMCRLNRTEHSKSKHSR*

Figura suplementar S5: Sequéncia de nucleotideos e de aminoacidos de Sobic.009g163400,
encontrado por similaridade com Sb09g022540. Na sequencia de nucleotideos, a regido & UTR es
destacada em verde, em azul escuro, 0os éxons, em azul claro, os introns e em ros& bBT&yido

nao transcrita.

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment

Sb09g022540.1 ATGCAGGGGCATGCGTACAGCCGCCTGGGCAGCTTCGGCTCCGCGGCGAGCGCGCCGTCC
Sobic.009G163400.2

Sb09g022540.1 CCCCCGCCGCCGCCGTCGCCGTCGTCACAGGTGCCGGCTGGGGCCGGCGCCGGCGCCGGL
Sobic.009G163400.

N}

Sb09g022540.1 GCTGGCGGGGGCAGCCGGACGCCCGCGAAGGTGGGTTCGGCGAGGGGCATCCCGGGGGLCC
Sobic.009G163400.

N}

Sb09g022540.1 GCGGCGTCGGCAACGGCGGCGGCGCGGGCGEGGGGTCGCCCACCGTGGCGGCGGCGGCGGC
Sobic.009G163400.

N}

Sb09g022540.1 GCGGCGCGGAGGGTGGCCAGGGCGGTGCTCGCGACACTGCTGCGGAGGCAGGCGGTGTTC
Sobic.009G163400.

N}

Sb09g022540.1 CTCTTCGCGCCGCTGCTGTACGTCGCCGCGATGCTGCTGTACATGGGCTCGCTCCCGCTC
Sobic.009G163400. ATGCTGCTGTACATGGGCTCGCTCCCGCTC

ok ok Kk Kok ok ok kK ok Kok ko kK ok Kk kR k Kk Kk k

N}

Sb09g022540.1 GACGCCGTGCCGCGGATCATCGCGCGCCAGCCGCCTGGGTCGGTGTACCGCAGCCCGCAA
Sobic.009G163400. GACGCCGTGCCGCGGATCATCGCGCGCCAGCCGCCTGGGTCGGTGTACCGCAGCCCGCAA

ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok K ok ok ok ok ok K ok ok ok ok s ok ok ok ok ok s ok ok ok ok ok o ok ok ok ok ok o ok ok ok ok ok kK ok K ok

N}

Sb09g022540.1 CTGTACGCGCGGCTCCGCGCCGACATGGACGCCGACAACTCCACCGGCGCGGCTTGCAAC
Sobic.009G163400. CTGTACGCGCGGCTCCGCGCCGACATGGACGCCGACAACTCCACCGGCGCGCTAGCAACT

ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok K ok ok ok ok ok K ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Kk k *

N}

Sb09g022540.1 GTGGCGCAAATGTTTGGCCGTATTGATCACAGAATG-GTTGAA-——-—-—— GCATGA-----
Sobic.009G163400.2 GTATGGAGGCACACTTACAAAGGTGGCACATGGCGGCCCTGCATAAAAAACATGACAAAT
* * * ok * * * ko k ok k kK

Sb09g022540.1
Sobic.009G163400.

N}

GGTTTACCTGAATCAAATGGCTACATATACGTTGAGGCAAATGGTGGTTTAAATCAACAA

Sb09g022540. 1
Sobic.009G163400.

N}

AGGACATCGATATGCAATGCAGTCGCCATTGCTGGTTTTCTGAATGCTACTCTTATTATC

Sb09g022540. 1
Sobic.009G163400.

N}

CCAAATTTCCATTTCCATAGCATTTGGAGGGATCCTAGCAAATTCAGCGATATCTATGAT

Sb09g022540.1
Sobic.009G163400.

N}

AAAGATCAATTTGTACAACGTCTACAAAATGATGTTAGAGTAGTCGACAAAATTCCGGAT

$b09g022540.1
Sobic.009G163400.

N}

TTTATAATGGAGCGGTTTGGTCATAATCTCAGCAATGTGTTCAATTTCAAGATAAAGGCT

Sb09g022540. 1
Sobic.009G163400.

N}

TGGGCACGCATTCAATATTACAAAGATGTTGTTCTTCCAAAATTAGTTGAAGAAAGATTC

Sb09g022540. 1
Sobic.009G163400.

N}

ATCAGGATTTCTCCTTTTGCCAACCGACTCTCATTTGATGCACCTTCTGCTGTTCAACGG

$b09g022540.1
Sobic.009G163400.

N}

TTGAGATGCTTGGCAAACTTTGAAGCCTTAAAATTCTCTAAACCAATTGTGTCTTTGTCT
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S509g022540.1
Sobic.009G163400.2 GAAACCTTAGTTTCTCGAATGAGAGAGAAAAGTGTTGCAAGTGATGGAAAATATATCTCA
Sb09g022540.1

Sobic.009G163400.2 GTGCATCTTCGTTTTGAGGAGGATATGATTGCCTTCTCATGTTGTGTATATGATGGTGGT
Sb09g022540.1

Sobic.009G163400.2 GATGAGGAGAAGAAGGAAATGGATGCAGCCAGAGAAATAGGTTGGAGAGGGAAATTTACT
Sb09g022540.1

Sobic.009G163400.2 AAGAGAGGACGGGTAATAAGACCAGGAGTGATCAGAATGACTGGAAAATGTCCTCTTACA
Sb09g022540.1

Sobic.009G163400.2 CCTTTGGAGGTTGGGTTAATGCTTCGTGGAATGGGTTTCAGCAATAAGACTGCAATCTTT
Sb09g022540.1

Sobic.009G163400.2 TTGGCATCTGGAAAGATTTACAGAGCAGAGAAGAACATGGCTTCTCTTCTTGAAATGTTT
Sb09g022540.1

Sobic.009G163400.2 CCTCTCCTACAGACAAAAGAGACACTGGCATCAGAAGAGGAACTTGCTCCATTCAAGAAT
Sb09g022540.1

Sobic.009G163400.2 TTCTCCTCAAGGATGGCTGCTGTTGACTATAGCGTTTGTGCTCAAAGTGAAGTTTTTGTG
Sb09g022540.1

Sobic.009G163400.2 ACCACACAAGGCGGAAATTTCCCGCATTTCCTTATGGGTCACAGGAGATACTTGTATGGT
Sb09g022540.1

Sobic.009G163400.2 GGGCATTCAAAAACAATTAAACCAGACAAAAGAAGGCTTGCTGTACTTTTTGATAATCCA
Sb09g022540.1

Sobic.009G163400.2 CGTATAGGGTGGAAGGCATTGAAGCGGCACTTGCTTAATATGAGAGCACACAGCGATGCC
Sb09g022540.1

Sobic.009G163400.2 AAGGGGATTGAAATGAAAAGACCAAACGAATCCATATATACCTTTCCATGTCCTGACTGC
Sb09g022540.1

Sobic.009G163400.2 ATGTGCCGCTTGAACAGAACAGAACACTCGAAATCCAAACACAGTAGATAG

Figura suplementar S6: Alinhamento entre a sequéncia Sb09g022540 obtida por experimento de
eQTL e Sobic.009g163400 obtido por similaridade. Foi utilizado o programa Clustal Omega.
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Tabela suplementar Slbentificacdo dos elementos cis-regulatérios preditos para a regido proximal
do promotor de SC283, de 146 pb. E apresentada a posicdo, sequéncia e funcio dos elementos
encontrados

Site Name Organism Position| Strand Matrix sequence Function

score.
+  Avofill

Inducéo da atividade

Petroselinum crispun 51 + 6 CCGTCC -
A-box transcricional
+ Box4
Petroselinum crispun 110 - 6 ATTAAT Parte de uma matriz
Box 4 P conservada de DNA
+ CAAT-
bo-{ill
comum ao elemento cis €
Hordeum vulgare 45 - 4 CAAT promotor e regioes
CAAT-box enhancer
+ CCAATho il
possivel local de ligacao ¢
CCAAT-box Hordeum vulgare 139 + 6 CAACGG MYBHVL
+ CCGTCChox
elemento regulador cis -
Arabidopsis thaliana] 51 + 6 CCGTCC| acting relacionado com
CCGTCC-box ativacao do meristema
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Tabela Suplementar S2 : Genes ortdlogos deWRKY-like em diferentes espécies de plantas

Gene name (Template) | Template description Best hit Best hit description E-value | Identity |Similarity | Coverage
Sohic.009G174300 \WRKY DNA -binding domain AT3G56400.1 WRKY dna-hinding pratein 70 3E-15 30,27 43,65 £}
Sohic.0096174300 \WRKY DNA-binding domain evm.model.supercontig_19.45 WRKY transcription factor 38-related 3E-15 44,16 63,64 3
S0hic.0096174300 WRKY DNA-hinding domain Cucsa. 1770601 WRKY dna -binding domain {wrky) 1E-16 30,53 17,37 78
Sohic.0096174300 \WRKY DNA-binding domain lorange1.1g018407m WRKY transcription factor 38-related 1E-14 4,19 59,3 35
Sohic.009G174300 \WRKY DNA-binding domain (Glyma.09G274000.1.p WRKY dna -binding domain {wrky) 317 337 46,96 75
Sohic.009G174300 \WRKY DNA-binding domain Manes.056030300.1.p WRKY dna -binding domain (wrky) 3E-16 28,57 7,7 91
Sobic.0096174300 \WRKY DNA-hinding domain LOC 0s05g40070.1 WRKYS4, expressed 2E-57 52,71 67,49 85
Sohic.009G174300 \WRKY DNA-binding domain Phvul.008G081800.1 WRKY dna -binding domain (WRKY) 6E-18 33,52 49,45 71

similar to Putative uncharacterized protein
Sohic.0096174300 \WRKY DNA-hinding domain 50bic.009G174300.1.p 0SINBa0018K15.11 4E-176 100 100 100
Sohic.009G174300 \WRKY DNA-binding domain Solyc09g015770.2.1 WRKY DNA-binding domain (WRKY) 3E-16 3,84 46,37 70
Sohic.0096174300 WRKY DNA-hinding domain PGSC0003DMP400050864 WRKY transcription factor 6 3E15 3L89 45,41 76
Sobic.0096174300 \WRKY DNA-hinding domain Traes 1AL 303623848.1 WRKY DNA-binding domain (WRKY) 2E-87 58,65 72,15 93
Sohic.0096174300 \WRKY DNA-hinding domain GSVIVT01030174001 WRKY DNA-binding domain (WRKY) 4E-18 29,17 47,22 &
Sobic.009G174300 WRKY DNA -hinding dornain GRMZM2G034421 P01 WRKY DNA -hinding domain (WRKY) 2112 82,55 85,85 85
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Tabela Suplementar S3- Genes ortélogos de ZincFinger-like em diferentes espécies de plantas

Gene name (Template) Template description Best hit Best hit description E-value | Identity |Similarity | Coverage
Sobic.009G151400 Zinc Finger Dhhc Domain Containing Protein [AT4G24630.1 Dhhc-Type Zinc Finger Family Protein 8E-170 59,81 70,94 94
Sobic.009G151400 Zinc Finger Dhhc Domain Containing Protein |evm.model.supercontig 49.80 [Protein S-Acyltransferase 8 0 65,52 78.57 01
Sohic.009G151400 Zinc Finger Dhhe Domain Containing Protein [Cucsa.363840.1 Protein S-Acyltransferase § 0 64,37 76,66 91
Sobic.009G151400 Zinc Finger Dhhc Domain Containing Protein |orangel.1g014643m Protein S-Acyltransferase 8 0 65,19 79,01 91
Sobic.009G151400 Zinc Finger Dhhe Domain Containing Protein [Glyma.16G164500.1p Protein 8-Acyltransferase 9-Related 2E-176 63,21 77,04 91
Sobic.009G151400 Zinc Finger Dhhc Domain Containing Protein Manes.18G094000.1p Protein S-Acyltransferase § 0 64,18 77.4 04

Zinc Finger Dhhe Domain-Containing
Sohic.009G151400 Zinc Finger Dhhe Domain Containing Protein [LOC 0s05g36090.1 Protein, Putative, Expressed 0 §2.69 §9.42 96
Sobic.009G151400 Zinc Finger Dhhc Domain Containing Protein [Phvul.004G091700.1 Protein S-Acyltransferase 9-Related 0 63,52 78.66 91
Sohic.009G151400 Zinc Finger Dhhe Domain Containing Protein [Sobic.009G151400.2.p Similar To 05050436900 Protein 0 100 100 100
Sobic.009G151400 Zinc Finger Dhhe Domain Containing Protein [Solyc042071860.2.1 Protein S-Acyltransferase 8 2E-178 63,26 75,67 03
Sobic.009G151400 Zinc Finger Dhhc Domain Containing Protein [PGSC0003DMP400034244  [Zinc Finger Protein 2E-152 62,16 78,38 77
Sobic.009G151400 Zinc Finger Dhhe Domain Containing Protein Traes 1BL 19E07DACF.]  Dhhe-Type Zn-Finger Proteins 0 80,77 89,18 926
Sobic.009G151400 Zinc Finger Dhhc Domain Containing Protein (GSVIVI01034567001 Protein S-Acyltransferase 8 TE-180 61,32 73,11 05
Sobic.009G151400 Zinc Finger Dhhe Domain Containing Protein [GRMZM2G100641 P01 Protein S-Acyltransferase § 0 91,15 04,74 94
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