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RESUMO

AZEVEDO, Mariana da Silva. Mapeamento e expressao génica associada a fase de
aquisicio de competéncia organogénica em tomateiro (Solanum lycopersicum L. cv
Micro-Tom). 2011. 100 f. Disseratacdo (Mestrado em Ciéncias) — Centro de Energia Nuclear
na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2012.

N

Dentre os fatores relacionados a capacidade superior de regeneracdo in vitro de
Solanum peruvianum, estd a presenca do alelo dominante Rg/. O gene RGI, envolvido na
formagcao de gemas caulinares a partir de raizes e outros explantes, foi mapeado no
cromossomo 3 entre os genes BETA-CAROTENE HYDROXYLASE (CrtR-b) e PHYTOENE
SYNTHASE (PSY1). Variacdes alélicas também sao conhecidas para genes CrtR-b e PSYI.
white flower (wf) € o alelo de CrtR-b que produz pétalas brancas e yellow flesh (r) € o alelo de
PSYI que produz frutos amarelos. Os alelos wf'e Rgl com r foram introgredidos na cultivar
Micro-Tom (Solanum lycopersicum L). Através da transferéncia sequencial de explantes de
SIM para MB e de RIM para SIM, verificou-se que MT-Rg! reduz o tempo necessario para a
indu¢do de gemas em um dia (6 dias em SIM para MT), devido a reducdo no tempo
necessario para a aquisi¢do de competéncia em um dia (2 dias para MT). Foram obtidos 30
possiveis recombinantes advindos do cruzamento Rgl/rgl Wflwf x rgl/rgl wflwf, baseados
nas caracteristicas de pétala branca (efeito do alelo wf) e maior ramificacdo (efeito do alelo
Rgl). Todos os possiveis recombinantes foram testados in vitro quanto a capacidade de
formar gemas caulinares em SIM e raizes em RIM. Com isso, 7 linhagens recombinantes
foram confirmadas e utilizadas para o mapeamento fino da regido na qual o gene RGI esté
localizado no cromossomo 3. Para o mapeamento foram testados marcadores do tipo CAPS e
SCAR, sendo utilizado o DNA genomico extraido de S. pennellii, S. peruvianum, Micro-
MsK, MT, MT-Rgl, MT-wf e das 7 linhagens recombinantes, constatando-se que alguns
marcadores moleculares desenhados para S. pennellii podem ser utilizados para S.
peruvianum. Estas andlises também evidenciaram que o segmento de introgressao de MT-Rg/
estd entre o marcador P5 e o gene CrtR-b, totalizando 136 genes, entre os quais GRAS 10
destacou-se como principal candidato para a funcdo génica de Rg/. Complementarmente, foi
realizada a andlise de RNA-Seq (plataforma SOLiD) para a identificacdo de genes
diferencialmente expressos entre MT e MT-Rg/. Com isso, observou-se que existem mais
genes regulados negativamente do que positivamente durante a aquisicdo de competéncia.
Devido ao grande numero de genes diferencialmente expressos, alguns parametros foram
utilizados para classificar os genes que poderiam ser quantificados por qRT-PCR em um
experimento de regeneracdo in vitro. Entre os 361 genes classificados, 5 foram selecionados
para a quantificacdo de sua expressao. Destes 5 genes, GRAS 10 e Serine/threonine protein
phosphatase 7 foram os que apresentaram-se mais positivamente expressos € aparentemente
s30 os que estdo mais intimamente ligados a fase de aquisi¢ao de competéncia. Como existem
muitos genes GRAS, foi feita uma arvore filogenética para posiciona-lo e identificar genes
homdlogos a ele. Com base na andlise filogenética foi possivel identificar o gene GRAS 10
como homolégo ao gene SCLS ja identificado em Arabidopsis. Porém, pouco se sabe a
respeito de SCLS. Desse modo, ainda € necessario confirmar a identidade do gene RG1, o que
possibilitard a compreensdo do processo de aquisicdo de competéncia.

Palavras-chave: RGI; Regeneraciao; Organogénese; Mapeamento
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ABSTRACT

AZEVEDO, Mariana da Silva. Mapeamento e expressao génica associada a fase de
aquisicio de competéncia organogénica em tomateiro (Solanum lycopersicum L. cv
Micro-Tom). 2011. 100 f. Disseratacdo (Mestrado em Ciéncias) — Centro de Energia Nuclear
na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2012.

The dominat allele Rg/ is related to the greater in vitro regeneration capacity of
Solanum peruvianum L. The Rgl gene is required for shoot formation from roots and others
explants and was mapped on chromosome 3 between BETA-CAROTENE HYDROXYLASE
(CrtR-b) and PHYTOENE SYNTHASE (PSY1) genes. Allelic variants are also known for the
genes CrtR-b and PSYI. white flower (wf) is the allele of CrtR-b that produces white petals
and yellow flesh (r) is the allele of PSY! that produces yellow fruits. The alleles wf and Rg/
with r were introgressed into the Micro-Tom cultivar (Solanum lycopersicum L). Through the
sequential transfer of explants from SIM to BM and RIM to SIM, we found that MT-Rg/
reduces the time required for the induction of shoots in one day (6 days on SIM for MT), due
the reduction of the time required for competence acquisition in one day (2 days to MT). It
was obtained 30 putative recombinants from crossing Rgl/rgl Wfiwf x rgl/rgl wflwf. The
recombinant lines were scored based on the presence of white petals (wf allele's effect) and
increased shoot branching (Rg/ allele's effect). All putative recombinant lines were tested in
vitro for their capability to form shoots in SIM and roots in RIM. Thus, 7 recombinant lines
were selected and used to fine mapping the region where RG/ gene is located. CAPS and
SCAR markers designed to S. pennellii were tested to fine-mapping, using as template
genomic DNA samples from S. pennellii, S. peruvianum, Micro-MsK, MT, MT-Rgl, MT-wf
and the 7 recombinant lines. These results confirmed that the molecular markers designed for
S. pennellii can be successfully used for S. peruvianum. These analyzes also suggest that the
introgressed segment of MT-Rg/ is located between the P5 marker and the CrtR-b gene.
Within this region, there are 136 genes, including the GRAS 10 gene whichis the main
candidate to RGI gene function. In addition, we performed RNA-Seq analysis (SOLiD
platform) to identify genes differentially expressed in MT and MT-Rg!. It was observed more
down-regulated than up-regulated genes in the competence acquisition stage. Due to the large
number of differentially expressed genes, some parameters were used for selection of genes
that would have their expression validated by qRT-PCR in an in vitro regeneration test. Five
genes among 361 genes differentialy expressed were selected to test their expression. Of these
5 genes, GRAS 10 and Serine / threonine protein phosphatase 7 were the most up-regulate
genes and showed to be closely related to the stage of competence acquisition. Since there are
many GRAS genes, we performed a phylogenetic analysis to identify homologous genes.
Based on the phylogenetic analysis, GRAS 10 was identified as homologous to SCLS, a gene
already identified in Arabidopsis. However, little is known about SCLS8. Thus, it is still
necessary to confirm the RG1 gene identity. This approach will provide a better understanding
of competence acquisition process.

Keywords RG; Regeneration; Organogenesis; Mapping
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1 INTRODUCAO

Os avancos na pesquisa hormonal e na bioquimica do DNA possibilitaram a
manipulagdo das caracteristicas genéticas de plantas de modo especifico. Dentre os
procedimentos mais importantes na biotecnologia de plantas estd a cultura de tecidos
(KERBAUY, 1999). O sucesso de programas de transformac¢do de genes depende da
capacidade de regeneracdo das espécies em estudo, podendo a prépria capacidade de
regeneragdo in vitro virar alvo do melhoramento (FERREIRA; CALDAS; PEREIRA, 1998;
KOORNNEEEF et al., 1986; LIMA et al., 2004).

Muitas vezes, as diferencas na capacidade de regeneragdo das espécies vegetais podem
ser controladas por poucos genes (FARIA; ILLG, 1996; KOORNNEEF; HANHART;
MARTINELLI, 1987). No caso do tomateiro, a espécie Solanum peruvianum L. em geral
possui capacidade de regeneracdo superior ao tomateiro cultivado (Solanum lycopersicum L
Syn Lycopersicon esculentum Mill.). Essa capacidade foi considerada como sendo controlada
por dois genes cujos alelos dominantes de S. peruvianum sao denominados Rgl e Rg2
(KOORNNEEF; HANHART; MARTINELLI, 1987). Contudo, a presenca de apenas um
desses alelos, Rgl, € suficiente para conferir a capacidade para regeneragdo de gemas
caulinares a partir de explantes radiculares (KOORNNEEEF et al., 1993) e de hairy roots
transgénicas (PERES et al., 2001). E interessante notar que somente um reduzido nimero de
espécies selvagens de Solanum se¢ao Lycopersicum possui capacidade de regeneracdo a partir
de explantes radiculares, sendo que essa caracteristica parece ser ausente no tomateiro
cultivado (PERES et al., 2001).

O gene RGI, necessario para a formacdo de gemas caulinares a partir de raizes, foi
mapeado no cromossomo 3 (KOORNNEEF et al., 1993), préximo do locus no qual estd
localizado um gene para biosintese de carotendides especifico de frutos (fiteno sintase ou
PSYI, FRAY; GRIERSON, 1993). O gene PSYI possui um alelo recessivo denominado
vellow flesh (r), o qual estd presente nas espécies de fruto verde quando maduro (e. g. S.
peruvianum) e confere uma cor amarela do fruto quando introgredido no tomateiro cultivado.
Desse modo, em cruzamentos entre tomateiro cultivado e S. peruvianum, a alta capacidade de
formacdo de gemas caulinares in vitro co-segrega com o fruto amarelo (KOORNNEEEF et al.
1993; LIMA et al., 2004), sendo que a baixa capacidade de regeneracdo observada em boa
parte das cultivares de tomateiro, quando comparadas com as espécies selvagens de fruto
verde (PERES et al., 2001), pode estar relacionada com a sele¢do por frutos vermelhos em

todos os cruzamentos onde se buscou incorporar caracteristicas favordveis das espécies
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selvagens. No cromossomo 3, proximo ao gene RGI, também foi mapeado por Koornneef et
al. (1993) o gene CrtR-b, cujo alelo mutato, wf, produz pétalas brancas.

A cultivar miniatura de tomateiro MT pode ser cultivada nas mesmas condi¢des
requeridas para Arabidopsis (EMMANUEL; LEVY, 2002), pois possui porte pequeno e
produz frutos maduros em 70-90 dias. Devido a estas facilidades em estudos utilizando-se
esse modelo, o alelo Rg! foi introgredido em MT (LOMBARDI, 2008; PINO et al. 2010). A
transferéncia de Rgl, e possivelmente de Rg2, de S. peruvianum para tomateiro por
Koornneef et al. (1986) resultou na criagdo do gendtipo MsK. Em nosso laboratério, apés o
cruzamento de MsK com Micro-Tom e 8 geracdes de autofecundacdo e selecao (F8), Lima et
al. (2004) obteve Micro-MsK, que combina a alta capacidade de regeneracdo de MsK e o
nanismo de MT, embora ndo seja isogé€nico a MT. Partindo-se de Micro-MsK, Lombardi
(2008) obteve MT-Rg1, através de 6 retrocruzamentos sucessivos, o qual é quase isogénico a
MT, permitindo que os efeitos causados pelo alelo Rg/ pudessem ser comparadas com o0s
efeitos do alelo rg/, encontrado em MT. Com isso, foi identificado que as plantas com o alelo
Rgl apresentaram também alteracdes no desenvolvimento que resultaram em algumas
caracteristicas fenotipicas. Entre estas caracteristicas estdo: maior ramificacdo caulinar,
tendéncia a policotiledonia, sistema radicular mais desenvolvido e uma tendéncia ao
engrossamento da base dos peciolos, que parece ser a consequéncia de um maior nimero de
c€lulas, principalmente na superficie adaxial deste 6rgao (LOMBARDI, 2008). Este maior
nimero de células pode estar influenciando o aumento da taxa de regeneracdo de MT-Rg/,
pois este dado sugere que o alelo Rg/ seria capaz de manter por mais tempo os tecidos
meristematicos (LOMBARDI, 2008).

Apesar de se ter bem claro a importancia do balanco auxina/citocinina aplicado ao
meio de cultura na fase de inducdo de organogénese (SKOOG; MILLER, 1957), pouco
estudos foram realizados no sentido de se investigar o papel do balango hormonal endégeno
dessas classes hormonais no explante durante a organogénese (PERES et al., 1999; PERES;
KERBAUY, 1999). Esse conhecimento faz-se relevante, pois, em dltima anélise, os processos
organogénicos siao reflexos diretos do balanco enddgeno auxina/citocinina sendo as
quantidades aplicadas ao meio de cultura apenas uma indicagao indireta disso. Desse modo,
uma das possiveis causas da falha em se conseguir organogénese in vitro pode ser devido a
nao obtencdo desse balanco endégeno devido ao metabolismo hormonal desfavordvel do
explante ou a baixa sensibilidade a essas classes hormonais durante a fase de inducdo
(PERES, 2002). Com isso, mutantes que aumentariam a capacidade de regeneracdo de gemas

caulinares poderiam estar relacionados ao aumento do nivel endégeno de citocinina. Embora,
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estudos mostrem que Rg/ aumenta a formacdo de gemas tanto em explantes cotiledonares
(LIMA et al., 2004; LIMA et al., 2009), quanto hipocotiledonares (LOMBARDI, 2008) ou de
raizes (KOORNNEEEF et al., 1986), sabe-se que isto ndo ocorre devido ao aumento do nivel
enddgeno de citocinina (BOITEN et al., 2004) ou o aumento da sensibilidade a este hormdnio
(LOMBARDI, 2008).

Por outro lado, ao realizar testes de regeneracao in vitro, Lombardi (2008) verificou
que Rgl é capaz de reverter a baixa capacidade de formacdo de gemas caulinares em
explantes cotiledonares de dgt (diageotropica), que tem baixa sensibilidade a auxina (OH et
al., 2006), e pro (procera) que tem resposta constitutiva a giberelina (JASINSKI et al., 2008),
nos duplos mutantes dgrRgl e proRgl. As relacdes entre Rg/ e o aumento da regeneracgdo,
bem como sua interagdo com o hormdnio auxina, também foram apresentadas por Lima et al.
(2009) ao estudar o efeito da sensibilidade a auxina e ao etileno na formagdo de gemas, calos
e hairy root em tomateiro.

Outro importante dado relacionado a capacidade de regeneracdo de Rgl é que
enquanto o envelhecimento dos cotilédones utilizados para experimentos de regeneracao in
vitro reduz a capacidade de formacdo de gemas em MT, Rg/ ndo sofre esta redugdo,
sugerindo que Rg/ tem células pouco comprometidas (PINO et al., 2010), aumentando a
regeneragdo a partir de explantes radiculares (KOORNNEEF et al., 1993), cotiledonares
(LIMA, 2004), e hipocotiledonares (LOMBARDI, 2008).

Os genes KNOX sdo proteinas reguladoras de transcricdo importantes para que células
meristematicas se mantenham em um estado indeterminado (SINHA; WILLIAMS; HAKE,
1993), sendo que diferentes balancos na expressdao desses genes podem explicar as diferencas
no padrdo de recorte das folhas de certos mutantes de tomateiro (KIM et al., 2003). Desse
modo, uma expressdo prolongada de genes KNOX garantiria uma maior manutencdo de
células meristematicas, formando folhas mais recortadas e, em casos extremos, com mais
foliolos. Uma explicacdo para isto € o fato destes genes estarem relacionados com baixos
niveis de giberelina (SAKAMOTO et al., 2001; TANAKA-UEGUCHI et al., 1998), além de
altos niveis de citocinina (ORI et al., 1999). Entretanto, ao analisar duplos mutantes de Is
(lateral supressor) com Rgl e Me (Mouse ears — superexpressao de um gene do tipo KNOX),
Lombardi (2008) observou resultados antagonicos, sendo Ls epistitico a Me e Rgl epistatico a
Is, ao analisar o indice de ramificacdo dos mutantes e duplos mutantes. Esses resultados
sugerem que Rgl/ pode ser uma nova classe de genes regulatérios diferente da classe dos

genes KNOX.
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O presente trabalho teve a proposta de analisar a participacdo do alelo Rg/ no processo
de regeneracdo in vitro, evidenciando sua importancia na etapa da aquisi¢ao de competéncia.
Além disso, foram obtidos recombinantes entre MT-Rg/ e MT-wf, ambos mapeados no
cromossomo 3, com o intuito de utiliza-los em anélise de polimorfismo utilizando marcadores
moleculares baseados em PCR (CAPs e SCAR) para o mapeamento fino da regido
cromossOmica na qual Rgl estd localizado. Além disso, também foram feitos estudos com
RNA-seq (plataforma SOLiD) e qRT-PCR comparando MT com MT-Rg/ para identificar os
genes diferencialmente expressos em pontos-chave para o aumento da capacidade de
regeneragdo in vitro de Rgl. A integracdo das informagdes sobre os genes diferencialmente
expressos em Rgl e seu mapeamento fino pdde sugerir genes de funcdo conhecida e de
mesma posicdo cromossdmica, sendo selecionado como principal candidato, entre os 136

genes obtidos pelo mapeamento fino, o gene GRASI0.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O processo da organogénese in vitro

Os primeiros estudos envolvendo o cultivo in vitro de células vegetais foram iniciados
no inicio do século XX e deste entdo varios avancos tem sido observados, como a descoberta
da importancia dos hormdnios vegetais no controle da formacao de um novo 6rgao (SKOOG;
MILLER, 1957) e a aplicagdo prética desta técnica, que atualmente tem sido muito importante
para a pesquisa em biotecnologia, trazendo avancos na regeneracdo de diferentes tipos de
explantes para a obtencdo de plantas transgénicas (TORRES; CALDAS; BUSO, 1998). A
maioria dos protocolos para regeneracdo de plantas tem sido desenvolvida através de testes
empiricos variando-se principalmente a proporcdo de diferentes classes hormonais aplicadas
ao meio de cultura, sendo o balanco auxina/citocinina responsdvel pela formacdo de raizes e
gemas (SKOOG; MILLER, 1957). Segundo Skoog e Miller (1957), um balanco favorivel a
auxina levaria a formacdo de raizes, enquanto um balanco favordvel a citocinina levaria a
formagdo de gemas e um balanco intermedidrio, a formacdo de calos em tabaco (Nicotiana
tabacum).

Porém, poucos estudos foram realizados no sentido de se investigar o papel do balanco
hormonal endégeno dessas classes hormonais no explante durante a organogénese (PERES et
al., 1999; PERES; KERBAUY, 1999). Esse conhecimento se faz relevante, pois, em tultima
andlise, os processos organogénicos sdo reflexos diretos do balanco end6égeno
auxina/citocinina sendo as quantidades aplicadas ao meio de cultura apenas uma indicacdo
indireta disso. Desse modo, uma das possiveis causas da falha em se conseguir organogénese
in vitro pode ser devido a ndo obtencdo desse balanco enddgeno devido ao metabolismo
hormonal desfavordvel do explante ou a baixa sensibilidade a essas classes hormonais durante
a fase de inducdo (PERES, 2002). O uso de mutantes nessas classes hormonais com alteracdes
no metabolismo e/ou sensibilidade a hormodnios vegetais sdo exemplos de abordagens
genéticas e fisioldgicas para o estudo da capacidade organogénica in vitro (LOMBARDI,
2008; PINO et al., 2010).

De acordo com Christianson & Warnick (1883; 1988) o processo de organogénese in
vitro (formacdo de caules ou raizes) pode ser dividido em etapas, sendo as 3 principais a
aquisicdo de competéncia, a indugao e a determinacdo. Durante a aquisicdo de competéncia as
células, que ja passaram pela fase de rediferenciacdo, se tornaram capazes de assumir uma

nova via de desenvolvimento. Na induc¢do, a regeneracdo das células torna-se especifica de
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acordo com a composi¢ao hormonal do meio de cultura e durante a determinacdo os tecidos
formam um meristema funcional e se desenvolvem em raizes ou gemas caulinares,
independente dos hormdnios exdgenos. Esta divisao permitiu aos autores postularem que a
nao obtencdo da regeneragdo de plantas in vitro seria atribuida, na maioria dos casos, a falha
do explante em adquirir a competéncia necessdria para a indu¢do do processo. Contudo,
pouco se conhece, at¢é o momento, sobre os mecanismos envolvidos na aquisicio de
competéncia para organogénese (KERBAUY, 1999), apesar de sua extensa utilizacio em
processos biotecnoldgicos.

Apenas trés mutantes relacionados a aquisicdo de competéncia sdo encontrados em
Arabidopsis, irel (increase organ regenerationl), um mutante que aumenta especificamente a
competéncia (CARY et al., 2001), srd2 e srd3, dois mutantes que diminuem esta capacidade
(YASUTANTI et al., 1994). O gene IRE é um regulador negativo da aquisicao de competéncia,
que reprime o programa de regeneracao de gemas caulinares e raizes. Como a mutagdo desse
gene implica na perda de func¢do (irel), ndo ha mais a regulacdo negativa da aquisi¢dao de
competencia, fazendo com que o mutante tenha maior capacidade de regeneracdo em
comparacao ao tipo selvagem (CARY et al., 2001). Por outro lado, os mutantes srd (srd1-3)
foram selecionados por serem defectivos na rediferenciacdo caulinar em Arabidopsis
(YASUTANI et al., 1994), baseando-se na alteracdo da via de regeneracdo de gemas e raizes
em cultura de tecidos. Estudos posteriores determinaram o estigio em que as mutacdes
bloqueavam a regeneragdo caulinar ou radicular utilizando-se uma série de experimentos
variando-se a temperatura (SUGIYAMA, 1999). Desta forma, foi proposto que o mutante
srd2 age preocemente na aquisi¢cdo de competéncia, bloqueando o desenvolvimento tanto de
gemas quanto raizes, enquanto o mutante srd3 age tardiamente, especificamente bloqueando o
desenvolvimento de caules e ndo raizes (SUGIYAMA, 1999). Caracteristicas fenotipicas do
mutante srd2 sugerem que o gene SRD2 atua no controlo da competéncia na proliferacao
celular (SUGIYAMA, 2000) e a clonagem do gene SRD2 mostrou que ele codifica uma
proteina que possui homologia significativa com a proteina humana SNAPS50, o que sugere
sua possivel funcdo na transcricao de snRNA (OHTANI; SUGIYAMA, 2005).

Embora para Christianson e Warnick (1985) a competéncia necessdria para a inducio
de gemas caulinares fosse distinta daquela para indugdo de raizes, estudos anatdomicos
classicos (BONNET Jr; TORREY, 1966) e estudos atuais envolvendo andlise de expressao
génica (ATTA et al., 2009; SUGIMOTO; JIAO; MEYEROWITZ, 2010) tém sugerido que o
inicio da organogénese e aquisi¢do de competéncia seguem uma via comum. Estudos recentes

também sugerem que todo tecido capaz de regenerar in vitro, incluindo cotilédones, pétalas,
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calos e raizes, na verdade possuem uma populacdo de células preexistentes de identidade
semelhante ao periciclo (SUGIMOTO; JIAO; MEYEROWITZ, 2010; SUGIMOTO;
GORDON; MEYEROWITZ, 2011). Outra discussdo atual sao as chamadas “stem cells”, que
sao células indiferenciadas em plantas (DUCLERCQ et al., 2011), porém nao se sabe ao certo
se estas células seriam necessdrias a formacdo de novos 6rgaos em explantes. A ligacdo entre
capacidade de regeneracdo e “stem cells” pouco diferenciadas é também intuitiva, ja que
quanto maior for o comprometimento (determinacdo) de um explante para uma via particular
de desenvolvimento, menor serd sua competéncia para assumir outra via envolvida na

formacdo de um 6rgdo distinto (LOMBARDI-CRESTANA et al. 2012).

2.2 O funcionamento dos meristemas

Dentre os fatores que tornam importante o estudo de células meristemadticas para a
organogénese in vitro estd o fato de diversos estudos corroborarem com a idéia de que as
células necessdrias a organogénese em um explante possuem identidade similar aquelas
presentes nos meristemas, ja que a formacao desse tecido é prévia a formacdo de um 6rgao
(CHRISTIANSON; WARNICK, 1988; HICKS, 1994). Ao analisarmos os meristemas
caulinares e radiculares, verificamos a importancia de se manter um balanco entre células que
se diferenciam para manutencdo ou formacao de novos 6rgios e aquelas cuja diferenciacdo é
reprimida para que continuem como fonte, ou matéria prima, para futuras diferenciacdes e
crescimento continuo de 6rgdos (BAURLE; LAUX, 2003). O segundo tipo de células citadas
€ denominado atualmente como “stem cells” (LAUX, 2003), porém ainda ndo estd claro se
este grupo de células seria necessério a formagdo de novos 6rgios em explantes, embora essa
idéia esteja implicitamente difundida atualmente (DUCLERCQ et al., 2011).

Outra discussao levantada € se as células capazes de formar novos érgdos estariam
pré-existentes nos explantes ou seriam formadas posteriormente, levando a necessidade de
uma desdiferenciacdo e formacdo de novo de células capazes de se dividirem e formar
meristemas (CHRISTIANSON; WARNICK, 1988; DE KLERK et al., 1997). Por outro lado,
estudos recentes sugerem que todo tecido capaz de regenerar in vitro, incluindo cotilédones,
pétalas, calos e raizes, na verdade possui uma populacdo de células preexistentes de
identidade semelhante ao periciclo (SUGIMOTO; JIAO; MEYEROWITZ, 2010;
SUGIMOTO; GORDON; MEYEROWITZ, 2011). Devido a esta semelhanca, também se
tornou importante o estudo dos genes responsaveis pela manutencao do meristema apical, pois

a expressao seletiva de genes necessarios para reprimir uma diferenciacao celular intensa ou



24

manter as células em um estado pouco diferenciado ocorre de modo semelhante ao que tem
sido proposto para a manuten¢do de células meristematicas iniciais (SCHOOF et al., 2000) e
derivadas (LENHARD et al., 2002) nos caules.

Dentre os genes responsdveis pela manutencdo de células meristeméaticas iniciais
(“stem cells”) e derivadas no meristema apical caulinar (SAM) estao os genes WUSCHEL
(WUS), CLAVATA3 (CLV3) e os genes do tipo KNOX, como SHOOT MERISTEMLESS
(STM). A atuacdo destes diferentes genes estd representada no esquema elaborado por
Rodrigues e Kerbauy (2009), observado na Figura 1. Segundo o modelo proposto para
Arabidopsis, a expressdo do gene WUS na regido do centro organizador mantém células
iniciais, as quais marcam o local de expressdao do gene CLV3, o qual, por sua vez, € um
regulador negativo de WUS. Fora do dominio de expressdo de WUS, as células se tornam
derivadas, mas sao mantidas nesse estdgio meristematico pela expressdo de genes do tipo
KNOX. Os genes KNOX agem através do controle do nivel endégeno de giberelinas (GA) e
sdo reprimidos por ASYMMETRIC LEAVES (AS), que permite a diferenciacdo de parte das
células derivadas. Ja nas regides dos limites meristematicos, os fatores de transcri¢dao do tipo
NAC, como CUPSHAPEDCOTYLEDON 1 e 2 (CUCI/CUC2), inibem localmente a
proliferacdo celular e contribuem para o estabelecimento das fronteiras meristematicas para
organogénese, promovendo separacdo morfolégica de 6rgios laterais através da repressao do
crescimento (AINDA; ISHIDA; TASAKA, 1997; AIDA; TASAKA 2006). CUCI-2 também
promovem a formacdo do meristema, pois ambos sdo redundantemente necessarios para a
expressao de STM na formacao do meristema apical (AINDA; ISHIDA; TASAKA, 1997).

A correlacao da capacidade de inducdo de gemas caulinares com a expressdo de genes
que controlam a resposta a citocinina ou a identidade do meristema caulinar, como 0s genes
ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATORS5 (ARRS5), SHOOTMERISTEMLESS (STM), e
WUSCHEL (WUS) ja foi comprovada (CARY; CHE; HOWELL, 2002; CHE; LALL;
HOWELL; 2006; CHE et al., 2007; GALLOIS et al., 2002), porém, estes genes parecem
controlar a fase de indugdo. Por outro lado, alguns fatores de transcricdo importantes para a
fase da inducdo sdo homeoboxes (STM e WUS), os quais sdo responsdveis em manter células
em um estado pouco diferenciado, como ocorre nos dpices caulinares (LENHARD;
JURGENS; LAUX, 2002; SCHOOF et al., 2000; SINHA; WILLIAMS; HAKE, 1993), o que
poderia indicar que estes fatores de transcricdo estariam ligados a competéncia celular,
embora sua expressao nao seja encontrada em raizes (SMITH et al, 1995). Outro importante
gene é CUP SHAPED COTYLEDON?2 (CUC2), o qual é expresso previamente aos genes
WUS e STM (GORDON et al., 2007). O gene CUC2, cujo homélogo em tomateiro é
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GOBLET (BERGER et al., 2009), serve como marcador dos locais onde haverd formacao
tanto de gemas caulinares in vitro, quanto de primordios de raizes laterais (MOTTE et al.,

2011), sendo um candidato a controlar especificamente a fase de aquisicdo de competéncia.

Regido de alongamento e diferenciagéo celular
(T [GAl e [Cks])

Regido de iniciagdo do primoérdio foliar

(1T [GA], T [AIA] e 4 [Cks] )

Regigo de elevada taxa mitética

(T [Cks] e ¥ [GA] )

. Centro organizador

Figura 1 — Esquema elaborado por Rodrigues e Kerbauy (2009). Diagrama simplificado de um apice caulinar,
mostrando os padrdes de localizacdo e interacdo dos principais elementos que asseguram a organizacio e a
manutengdo da atividade do meristema apical caulinar (SAM). Flechas indicam regulacio positiva e barras em T
indicam regulacdo negativa. P1, P2 e P3 indicam os primérdios foliares em ordem temporal de formagdo. O fator
de transcricdo WUS (WUSCHEL) atua em conjunto com as proteinas CLAVATA 1,2 e 3 (CLVs 1, 2 e 3) no
controle do nicho de células-tronco. SHOOTMERISTEMLESS (STM), por sua vez, atua juntamente as
citocininas (CKs) e giberelinas (GA) na regido de elevada taxa mitética do MAC, estabelecendo um balango
entre estas classes hormonais favordvel as CKs. Na regido de iniciacdo dos primérdios foliares verifica-se a
predominancia de GA e AIA (4cido indolilacético, a principal auxina de ocorréncia natural), assim como &
separada do MAC pela expressao dos genes CUP-SHAPED COTYLEDON 1 e 2 (CUC1/CUC2).
ASYMMETRIC LEAVESI e 2 (AS1/AS2) atuam em conjunto na regido periférica do MAC onde ocorre
alongamento e/ou diferenciacdo celular.

2.3 Fatores de transcricio GRAS

Estudos de genética molecular em vdrias espécies de plantas tém demonstrado que as
proteinas GRAS atuam como fatores de transcricdo e desempenham vdrios papéis em
processos fundamentais do desenvolvimento das plantas, incluindo a transdu¢do de sinais de
giberelina (PENG et al., 1997; SILVERSTONE; CIAMPAGLIO; SUN, 1998) e fitocromo A
(BOLLE; KONCZ; CHUA, 2000), o padrao radial das raizes (DI LAURENZIO et al., 1996;
HELARIUTTA et al.,, 2000), a gametogénese (MOROHASHI et al., 2003), respostas a

estresse abidtico (FODE et al., 2008), manutencio da indeterminagdo do Orgdo
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(STUURMAN; JAGGI; KUHLEMEIER; 2002; ENGSTROM et al., 2011), iniciacdo do
meristema apical (SCHUMACHER et al., 1999; TONG et al.,, 2009;), bem como em
interacdes simbidticas (KALO et al., 2005; SMIT et al., 2005) e na regulacdo das respostas de
defesa em plantas (BONSHTIEN et al., 2005; DAY et al., 2003; MAYROSE et al., 2006;
MYSORE et al., 2002; SCHMIDT et al., 2005; VANDENABEELe et al., 2003).

Proteinas GRAS exibem considerdvel homologia de sequéncia na extremidade C-
terminal, onde varios dominios distintivos estdo localizados (PYSH et al., 1999; TIAN et al.,
2004). Por outro lado, as sequéncias de aminoacidos sdo altamente varidveis na extremidade
N-terminal, sugerindo que esta regido € responsdvel pela especificidade das suas funcgdes
bioldgicas (TIAN et al., 2004). O nome da familia deriva dos primeiros trés genes GRAS
funcionalmente caracterizados: GAI, RGA e SCR (DI LAURENZIO et al., 1996; PENG et al.,
1997; SILVERSTONE et al., 1998), sendo o gene SCARECROW (SCR) isolado a partir da
selecdo de mutantes que afetam o desenvolvimento das raizes (BENFEY et al., 1993).

SCR atua no estabelecimento do eixo radial (centro periférico) na raiz e no hipocétilo
durante a embriogénese, sendo necessdario também para a manutencdo do padrdo radial
durante o desenvolvimento pds-embriondrio (DI LAURENZIO et al., 1996). Isto ocorre
porque SCR € o primeiro gene expresso nas células precursoras do centro quiescente durante a
embriogénese (WYSOCKA-DILLER et al 2000). Mutantes scr foram selecionados em
Arabidopsis através do crescimento lento de suas raizes, as quais possuiam uma tnica camada
do tecido fundamental e agravitropismo, devido a auséncia da bainha amilifera (DI
LAURENZIO et al., 1996). Em mutantes scr-1, a divisdo celular assimétrica das células do
cortex inicial/endoderme nido ocorre, resultando numa camada unica célula com identidade
mista (DI LAURENZIO et al 1996.), pois a expressio de SCR nas células do centro
quiescente € necessdria para a identidade das células autonomas no mesmo (SABATINI et al.,
2003). Aparentemente, a acdo de SCR no centro quiescente resulta na producido de sinais
ainda ndo identificados para manter as células-tronco vizinhas (SABATINI et al., 2003; VAN
DEN BERG et al., 1997).

Virias andlises filogenéticas independentes de proteinas GRAS revelaram &arvores
genealdgicas de estrutura semelhante com dez subfamilias que foram nomeadas apds a
descoberta de um de seus membros ou depois da descoberta de um motivo comum, sendo
elas: AtLAS (LATERAL SUPRESSOR Arabidopsis), AtSCL (SCR-like Arabidopsis), HAM
(HAIRY MERISTEM), AtSCR (SCR Arabidopsis), DLT (DWARF AND LOW TILLERING),
AtSCL3, DELLA, AtPATI (pat Arabidopsis), AtSHR (SHORTROOT Arabidopsis) e LISCL
(SCR-like Lilium longiflorum) (BOLLE, 2004; LIM et al, 2005; SUN et al, 2011;. TIAN et al,
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2004). Uma breve descri¢do destas 10 subfamilias pode ser encontrada na Tabela 1 (SUN;

JONES; RIKKERINK, 2012), onde sao mostradas as diferentes fungdes bioldgicas de cada

uma delas.

Tabela 1 - Principais fungdes bioldgicas de 10 subfamilias das proteinas GRAS. As protefnas listadas
representam algumas das proteinas GRAS ja caracterizadas com alguns de seus representantes como referéncia.
Tabela adaptada de Sun et al. (2012).

Subfamilia Proteinas Funcoes Referéncias
Achard et al., 2006; Arnaud et al.,
AtGAL AfRGA., 2010; de Lucas et al., 2008;.Feng et
. al., 2008; Fu et al., 2002; Hirano et
AtRGLI, Repressor de genes responsivos a GA, .
. . al., 2010; Hou et al., 2010; Hussain;
AtRGL2, co-ativador transcripcional de PIFs, ;
DELLA . - . .. Cao; Peng, 2007; Hussain et al.,
AtRGL3, SLR1, intregracdo de sinais regulatérios e
. . 2005; Itoh et al., 2005; Murase et
StRGA, Rhtl, ambientais .
ZmDS. SLN1 al., 2008; Peng et al., 1997; Sheerin
’ etal., 2011; Sun et al., 2010; Sun;
Gubler, 2004
AtSCR, OsSCR1. Crf?scml.ento e padrdo radlgl de raizes, | Cuietal., 2907; Gallagher; Be;nfey,
AtSCR 7mSCR identidade do centro quiescente, 2009; Kamiya et al., 2003; Lim et
m divisdo celular assimétrica al., 2000; Sabatini et al., 2003
AtSHR, OsSHRI, Cre'sc'm}ento e padraQ radla! de~ raizes, | Cuietal., 2907; Gallagher; Ber}fey,
divisdo celular e diferenciacio da 2009; Helariutta et al., 2000; Hirsch
AtSHR OsSHR2, Lz ..
MINSP1 endoderme, fator de transcri¢do parao | et al., 2009; Nakajima et al., 2001;
desenvolvimento de nédulos Smit et al., 2005
Regulador positivo da via de
sinalizacdo de GA, integracdo da
AtSCL3 AtSCL3 sinalizacdo de GA/DELLA e da viade | Heo et al., 2011; Zhang et al., 2011
SCR/SHR na expansdo celular de
raizes
Regulador transcricional, regulador
LISCL, AtSCL14, transcricional ou ativacdo associada Czikkel; Maxwell, 2007; Fode et
LISCL NtGRASI, com a resposta de plantas a estresse, al., 2008; Morohashi et al., 2003;
CsSCL1, PrSCL1 formacdo de raizes adventicias em Sanchez et al., 2007
resposta a auxina
Regulador transcricional em respostas
AtSCLA4/7 PeSCL7 a estresses ambientais como estresse Ma et al., 2010
salino, choque osmético e seca
Sinalizacdo especifica do PhyA,
AtPATI, regulador positivo da sinalizag¢do Bolle et al., 2000; Day et al., 2004;
AtSCLI13, dependente de luz vermelha do PhyB,
AtPATI1 . o Day et al., 2003;Torres-Galea et al.,
OsCIGR1, alongamento do hipocétilo, regulador 2006
OsCIGR2 transcricional dos estdgio iniciais da
defesa em plantas
Via de sinalizagdo de
Rice semi-dwarf brassinoesterdides (BR), regulado
DLT rputapt with low- nefgatlvamente por PRS enddgenos e Bai et al., 2007; Tong et al., 2009
tillering (DLT or | exdgenos, modulagdo das respostas a
0s29) BRs e participag@o no controle do
perfilhamento de arroz
ALLAS AtLAS, LeLs, Fgg?if;‘.’gf: n%;ffs. li’igsrsf)’n lt‘rlg;aggo Greb et al., 2003; Li et al., 2003;
0OsMOC1 ! ARTares, Schumacher et al., 1999
perfilhamento
Manutencdo do meristema apical, e )
HAM, BnSCL1, ativador transcricional de respostas a Gao et al., 2004; Hirsch et al., 2009;
HAM . . .. Kalo et al., 2005; Stuurman et al.,
MtNSP2 auxina, co-ativador transcricional da

nodulagdo

2002
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Dentre as 10 subfamilias citadas, HAM tem um importante papel na manuten¢cdo do
meristema caulinar. A proteina HAM foi inicialmente identificada como um componente de
uma nova via de sinalizacdo em petinia, promovendo indeterminacdo caulinar
(STUURMAN; JAGGI; KUHLEMEIER, 2002). A fun¢ao de PAHAM no meristema apical é
semelhante a funcdo de AfSHR no meristema radicular, pois no meristema apical, a
manuten¢do de células indiferenciadas acontece, pelo menos em parte, pela expressdo de
PhHAM nas células circundantes (STUURMAN; JAGGI; KUHLEMEIER, 2002) e a
expressao de AtSCR no centro quiescente € necessdria para manter o estado indiferenciado das
células iniciais (NAKAJIMA et al. 2001; SABATINI et al., 2003). No caso de mutantes ham
(perda de funcao) em Arabidopsis, as caracteristicas observadas sdo atribuidas a alteracdes na
regulagdo da divisao celular (ENGSTROM et al., 2011). Ao nivel molecular, PhHAM ¢é
necessdria para a resposta celular as proteinas homeobox TERMINATOR (PhWUSCHEL) e
SHOOTMERISTEMLESS (PhSTM). A manutencao de células-tronco por HAM e WUS sdo
processos em grande parte paralelos, embora a manutencdo da expressao espacial de PAWUS
dependa indiretamente de HAM (STUURMAN; JAGGI; KUHLEMEIER, 2002).

Em tomateiro, os unicos membros da familia GRAS caracterizados sdo os genes
LATERAL SUPRESSER (LS), que € necessdrio para o desenvolvimento de meristemas
axilares (SCHUMACHER et ai., 1999) e PROCERA (PRO) que codifica uma proteina
DELLA, envolvida na via de transdugdo da giberelina (JASINSKI et al., 2008).

2.4 Objetivos

O objetivo geral da presente dissertacdo foi caracterizar melhor o gene RGI,
mapeando e anotando os genes presentes na regido cromossdmica que contem RGI e
analisando o padrao de expressdo génica em linhagens quase isogénicas com e sem o alelo
Rg1. Desse modo, os seguintes objetivos especificos foram buscados:

I. Obter recombinantes entre MT-Rgl/ e MT-wf a fim de reduzir o segmento de
introgressao do alelo Rg/ no cromossomo 3;

II. Fazer o mapeamento genético fino da regido do cromossomo 3 na qual o gene RG1
estd localizado através de marcadores moleculares baseados em PCR (CAPs e SCAR), com o
intuito de deixar mais preciso o mapeamento realizado por Koornneef et al. (1993) ;

II. Identificar genes diferencialmente expressos entre MT e MT-Rg/ por RNA-seq
(Plataforma SOLiD) e qRT-PCR, identificando possiveis vias relacionadas com o gene RG/ e

a organogénese in vitro.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério do Controle Hormonal do
Desenvolvimento Vegetal, no Departamento de Ciéncias Biologicas, ESALQ-USP, sob
orientacdo do Prof. Dr. Lizaro Eustiquio Pereira Peres pelo CENA-USP. Parte dos
experimentos foi realizada no Laboratério de Melhoramento de Plantas, no CENA-USP, sob
orientagdo do Prof. Dr Antonio V. de O. Figueira e no Laboratério de Genética Molecular de
Plantas, no Departamento de Botanica, IB-USP, sob orientacdo da Prof®. Dr*. Marie-Anne

Van Sluys.

3.1 Material vegetal e condicoes de cultivo em casa de vegetaciao

Os gendtipos utilizados neste trabalho foram a cultivar miniatura de tomateiro Micro-
Tom (MT) e linhagens quase isog€nicas a essa cultivar contendo os alelos Rgl e wf (white
flower), localizados no cromossomo 3. Todos esses gendtipos foram desenvolvidos no
Laboratério de Controle Hormonal do Desenvolvimento Vegetal e estdo descritos no seguinte
site: www.esalq.usp.br/tomato, mantido pelo referido laboratério. Também foram os parentais
S. pennellii e S. peruvianum e Micro-MsK, o qual foi obtido ap6s o cruzamento de MsK com
Micro-Tom e 8 geracOes de autofecundacao e selecdo (F8). Embora este gen6tipo combine a
alta capacidade de regeneracao de MsK e o nanismo de MT, ele ndo ¢ isogénico a MT.

Para o cultivo das plantas, suas sementes foram colocadas para germinar em vasos de
250 mL contendo uma mistura 1:1 (volume) de substrato comercial (Plantmax HT Eucatex,
Brasil) e vermiculita, suplementada com 1 g/L. de NPK 10:10:10 e 4 g/L de calcédrio. Quando
as plantas atingiram 15-20 dias, elas foram transplantadas individualmente para vasos de 150
mL contendo a mesma mistura de substrato. Frutos maduros foram coletados e a polpa
juntamente com as sementes foram retiradas e mantidas em fermentagdo com levedura
comercial (Femix, Brasil) durante 1 dia. Em seguida, as sementes foram lavadas em 4gua
corrente e secadas ao ar livre, sendo guardadas em envelopes de papel aluminio na geladeira
para a conservagdo de sua viabilidade

As sementes germinadas in vitro e utilizadas nos experimentos de regeneracdo foram
posteriormente transplantadas para a casa de vegetacdo aproximadamente aos 25 dias, sendo
aclimatadas por volta de uma semana em uma camara imida adaptada com a parte superior de
uma garrafa pet de 600 mL. As plantulas transplantadas para a casa de vegetacdo nao foram as

mesmas utilizadas no teste in vitro, sendo utilizadas plantulas irmas a elas.
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Para a obtencdo de plantas recombinantes foram realizados os cruzamentos 1.1.
Rgl/Rgl WIWf x rgl/rgl wflwf (MT-Rgl x MT-wf) e 1.2. Rgl/rgl Wfiwf x rgl/rgl wflwf. As
sementes obtidas no cruzamento 1.2. foram colocadas para germinar, sendo triados
recombinantes Rg1/rgl wf/wf (Figura 2). Como a ramificacao € um efeito pleiotropico de Rg/
(LOMBARDI, 2008), esta caracteristica foi utilizada para a triagem dos recombinantes, sendo
selecionadas as plantas que possuiam aumento da ramificacdo (Rgl) e flores brancas (wf)

(Figura 2).

Wwr| |Wf wf wf wf| |wf wf| |wf wf| |wf w WF

Rg1 Rg1 X rg1 rg1 == Rg1| |rg1 X rg1 rg1 » rg1 rg1 rg1 Rg1

r r R R ¥ R R R R R R r
Rg1 wf Rg1 X wf wf Nao Recombinantes
wf WF wf WF wf wf wf
Segmento Segmento
rg1| |rg1 rg1| |Ra1 nﬁ’enor rg1| |Rg1  rg7| |Rg1 ,aaior
R R R R R R R r
Recombinantes Recombinantes
Flor Amarela Flor Branca e Ramificado

Figura 2 - Esquema dos cruzamentos realizados entre MT-Rg/ e MT-wf para a obten¢do de plantas
recombinantes. Plantas contendo o alelo Rg/ foram cruzadas com plantas contendo o alelo wf. As plantas
resultantes deste cruzamento foram novamente cruzadas com MT-wf, sendo triados os recombinantes obtidos a
partir deste cruzamento.

3.2 Cultivo in vitro dos explantes

As plantulas utilizadas para os testes de regeneracao in vitro e para a extragdo de RNA
foram obtidas através de germinacgdo in vitro em frascos contendo a metade da concentragdo
dos nutrientes utilizados em MB, permanecendo quatro dias no escuro e depois sendo
transferidas para condicdo de 14 h de fotoperiodo, 50 uM fotons.m™.s™ e temperatura de 25 +
1 °C, por mais quatro ou oito dias, de acordo com o experimento.

Para o cultivo in vitro foram utilizados os seguintes meios de cultura: MB (Meio
Basal) composto pela concentracdo dos macronutrientes e micronutrientes de MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), vitaminas B5S (GAMBORG; MILLER; OJIMA, 1968) e 30
gL de sacarose; RIM (Root Inducer Medium) composto por MB suplementado com 0,4 uM
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de ANA (4cido naftaleno acético) e SIM (Shoot Inducer Medium) composto por MB
suplementado com 5 uM de BAP. Foram utilizadas solucdes estoques de 5 mM de BAP
(0,0563 g dissolvidos em 50 mL de dgua) e 0,4 mM de ANA (0,0037 g dissolvidos em 50 mL
de dgua). Para o preparo das solucdes estoque, BAP foi inicialmente dissolvido com o auxilio
de gotas de HCl1 1 M, enquanto ANA foi dissolvido com KOH 1 M. Os hormonios foram
filtrados em filtro tipo Millipore (0,2 wm de didmetro), e adicionados aos meios de cultura
apos a autoclavagem do mesmo. O meio de cultura foi vertido em placas de Petri, sendo
utilizados 30 mL de meio por placa.

Para o cultivo in vitro, explantes cotiledonares foram inoculados em RIM e avaliados
quanto a formacdo de raizes aos 9 dias apds a inoculag@o, ou utilizados apds 1 dia em contato
com o meio para a extracdo de RNA. Os mesmos tipos de explantes foram inoculados em
SIM para observar a capacidade de formagdo de gemas caulinares apds 21 dias de inoculagdo,
ou utilizados ap6s 5 dias em contato com o meio para a extracdo de RNA.

Para o ensaio do tempo para indu¢do de gemas caulinares, foram utilizados explantes
cotiledonares de MT e MT-Rg!/ que foram inoculados primeiramente em SIM e depois
transferidos para MB, variando-se o nimero de dias que os explantes permaneceram em cada
meio. O experimento foi avaliado quanto a porcentagem de gemas formadas apds 21 dias da
inoculagao.

Posteriormente, para determinar qual fase estd sendo afetada no processo de formagao
de gemas em MT e MT-Rg!: a aquisicdo de competéncia ou a indu¢do para regeneragdo in
vitro, foi analisado o tempo para aquisicdo de competéncia e inducao da regeneracdo. Desta
forma, o meio RIM, de inducdo de raizes, foi utilizado para substituir gradativamente o meio
SIM dentro de um total de 8 dias, o qual é suficiente para que ocorra a inducdo de gemas
caulinares de explantes cotiledonares em SIM. Apds este periodo, todos os tratamentos
permaneceram em MB. A avaliacdo foi baseada na taxa de explantes com gemas e/ou raizes e

no numero de raizes por explantes e foi realizada 21 dias apds a inoculacao do experimento.

3.3 Extracao de DNA genomico

O DNA gendmico foi extraido segundo Fulton, Chunwongse e Tanksley (1995), a
partir de 100 mg de folhas de plantas com aproximadamente 30 dias que foram colocadas em
um tubo eppendorf de 1,5 mL e maceradas com nitrogénio liquido. Posteriormente, foram
preparadas as solucgdes estoques do tampao de Extracao de DNA (TED), Tampao de Lise (TL)
e Tampao de Micro-Prep (TMP), o qual € uma mistura de TED e TL (FULTON;
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CHUNWONGSE; TANKSLEY, 1995), e foi mantido em temperatura ambiente. Foram
adicionados 200 uL. de TMP ao tecido que foi novamente macerado, sendo acrescentados
mais 550 uL. de TMP e agitados em vortex. A solucdo foi entdo incubada a 65 °C em banho-
maria por 60 minutos. O tubo foi completado com uma solu¢do de cloroférmio/isoamilico
(24:1), cerca de 500 uL e novamente, cada tubo foi levado ao vortex. Depois os tubos foram
centrifugados a 10.000 rpm por 5 minutos, sendo a fase aquosa pipetada e transferida para
novos tubos, nos quais foi adicionado o mesmo volume recuperado de isoproponol frio para
precipitar o DNA. Imediatamente apds ser centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos, o
isopropanol foi descartado e o pellet formado foi lavado com etanol 70% e seco deixando-se
os tubos invertidos em papel toalha por cerca de 30 minutos. O DNA foi ressuspendido em 50
UL de Tampao TE e colocado a 65 °C por 15 min, sendo novamente centrifugado por 10
minutos a 10.000 rpm e armazenado a -20 °C. Os DNA foi quantificado e analisado por
eletroforese em gel de 0,8% agarose em tampao 1X SB, sendo adicionados o volume
adequado de tampao de carregamento contendo o corante SYBR Gold nucleic acid gel

stain (Invitrogen). Para as reagdes com os marcadores o DNA foi diluido a 20 ng.

3.4 Reacoes de PCR e digestao dos marcadores selecionados

Cada reacdo de 25 pL continha 1 U de Tag DNA Polimerase; 1X tampado de Tag DNA
Polimerase (Fermentas); 0,2 mM dNTP; 3,0 mM MgCl2; 0,2 uM de cada iniciador e 0,8 ng
de DNA. As etapas de amplificacdo consistiram de desnaturacdo inicial de 94°C por 5 min,
seguido de 40 ciclos de 94°C por 40 s, 55°C por 30 s e 72°C por 60 s; com extensdo final a
72°C por 5 min. Os fragmentos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de 1,0
% agarose em tampao 1X SB. A cada uma das amostras foi adicionado um volume adequado
de tampao de carregamento contendo o corante SYBR Gold nucleic acid gel
stain (Invitrogen). Posteriormente foi realizada a digestdao dos produtos de PCR do marcador
P1 com a enzima Hinfl. Cada reag¢ao de 25 pL continha 21 pLL do produto da rea¢do de PCR,
5 U da enzima de restricdo e 1X do tampao especifico (Fermentas). Os fragmentos digeridos
foram analisados por eletroforese em gel de 1,5% agarose em tampiao 1X SB, sendo
adicionados o volume adequado de tampao de carregamento contendo o corante SYBR Gold

nucleic acid gel stain (Invitrogen).



33

3.5 Extracio de RNA

Para o seqiienciamento pela plataforma SOLiD 3, O RNA total das amostras foi
extraido através do método do Cloreto de Litio (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS,
1989) e foi tratado com DNase I (Turbo DNA Free — Ambion), de acordo com as instrugdes
do fabricante.

Para as analises por qRT-PCR, o RNA foi extraido através da adaptagdao do protocolo
do reagente TRIZOL. Para isso, o material vegetal (cotilédones de plantulas ou explantes
inoculados em meio de cultura) foi moido em tubo eppendorf com nitrogénio liquido, sendo
adicionados 1 mL de TRIZOL antes das amostras descongelarem. As amostras permaneceram
por 5 minutos em temperatura ambiente e foram centrifugadas a 11.400 rpm por 15 minutos a
4 °C, sendo transferida a fase aquosa para um novo tubo. Foram adicionados 200 pL de
cloroférmio/isoamilico (24:1) e o tubo foi agitado por 15 segundos e incubado em
temperatura ambiente por 5 minutos, sendo centrifugado novamente a 11.400 rpm por 15
minutos a 4 °C. A fase superior foi transferida para um novo tubo e foram adicionados 500 puL
de isopropanol e a solugdo foi agitada levemente para em seguida ser centrifugada a 11.400
rpm por 10 minutos a 4 °C. O pellet obtido foi lavado 3 vezes com 1 mL de alcool 75% e os
tubos foram centrifugados a 11.400 rpm por 6 minutos a 4 °C e o pellet foi deixado na
bancada por 2 horas para secar e ser ressuspendido em 20 pl. de 4gua DEPC autoclavada. O
RNA obtido foi quantificado em NanoDrop e uma aliquota foi utilizada para testar a
integridade do RNA em gel de agarose 1%. O RNA total das amostras foi tratado com DNase

I (Turbo DNA Free — Ambion), de acordo com as instru¢des do fabricante.

3.6 Estudo dos perfis transcricionais por RNA-Seq na plataforma SOLiD 3

Ap0s a extragdo e tratamento do RNA total, o RNA ribosomal foi depletado através da
utilizacdo do Ribominus Plant Kit (Invitrogen), de acordo com as intru¢des do fabricante. A
qualidade e concentracdo das amostras de RNA foram verificadas através da corrida em
“chip” utilizando Agilent 2100 Bioanalyzer. As bibliotecas de cDNA foram obtidas
utilizando-se o SOLiD Total RNA-seq Kit (Ambion), de acordo com o “Whole Transcriptome
Library Preparation for SOLID Sequencing Protocol” (Applied Biosystems). A preparacdo
das “beads” para sequenciamento foi feita estritamente de acordo com o “SOLID 3 System
Templated Bead Preparation Guide” (Applied Biosystems). A corrida das amostras seguiu

estritamente o “SOLID 3 System Instrument Operation Guide” (Applied Biosystems).
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Tanto as andlises de qualidade das sequéncias, quanto os mapeamentos e andlises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa “CLC Genomics Workbench 4.0.3”.
Sequéncias com menos de 100% de acuricia foram retiradas das andlises. Os valores de
expressdo foram calculados como RPKM, um indice que normaliza o nimero de “reads”
mapeados pelo tamanho da sequéncia do unigene, e transformados em raiz quadrada, de modo
a diminuir o efeito de amostras individuais que estejam muito fora da média. Foram
realizados os testes que checam a correlagao entre as réplicas técnicas das diferentes amostras:
Box Plot, PCA (“Principal Component Analysis”) e HCA (“Hierarchical Clustering
Analysis”). Em todos os casos a qualidade do sequenciamento e a veracidade das réplicas
técnicas foram confirmadas. Para a andlise estatistica foi aplicado o teste t, com os parametros
“pairwise comparison of groups”, “multi-groups experiment” e “comparison = Against

reference WT”. Foi aplicada a correcao de Bonferroni sobre o resultado.

3.7 Desenho dos iniciadores

Os primers foram desenhados empregando o programa on-line OligoPerfect™
Designer (http://tools.invitrogen.com/content.cfm?pageid=9716), ajustado com os parametros
padrdes, exceto: o tamanho do fragmento a ser amplificado, variando de 50 a 150 pb; tamanho
do primer entre 18 e 22 pb (6timo a 20 pb); temperatura de anelamento entre 59 e 61°C (6timo
a 60°C); conteido GC% entre 40 e 60% (6timo a 50%). Dentre os pares de iniciadores
obtidos para cada gene de interesse, selecionou-se aquele com melhores caracteristicas
segundo o programa on-line NetPrimer (http://www.premierbiosoft.com/netprimer), levando-
se em conta a estabilidade e eventual ocorréncia de pareamento indesejavel; como a formacao
de al¢as (hairpins), dimeros do mesmo iniciador (primer dimers) e entre o par de iniciadores

(cross dimers).

3.8 Analises por qRT-PCR

O RNA tratado com DNAse foi preparado para a sintese e sintetizado utilizando-se
todas as especificagdes do kit RevertAid™ Premium Reverse Transcriptase (Fermentas).
Realizou-se uma reacdo de RT-PCR para a confirmacdo da eficiéncia da sintese do cDNA
recém sintetizado, utilizando-se o iniciador do gene da Tubulina. A reacdo seguiu os seguintes
parametros: 1 UL de cDNA na dilui¢do 1:10 (v/v), 0,2 mM de DNTPs, 0,2 uM de cada
iniciador, 2 mM de MgCl,, 1 U da enzima Taq polimerase, 10x Taq buffer (Fermentas) e
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dgua ultrapura (Mili-Q) estéril, totalizando 25 puL de reac@o. Os produto amplificados foram
visualizados em gel 1% agarose, tampao SB e eletroforese a 3 V cm™.

As andlises de amplificacdo quantitativa de transcritos reversos (RT-qPCR) foram
realizadas em termociclador centrifugo RotorGene 3000 (Corbett Research, Austrilia), a
partir de dilui¢des do cDNA total derivado da transcri¢ao reversa (RT) das amostras de RNA.
As reagdes de amplificacdo foram realizadas no volume final de 10 pL utilizando-se 1uL de
cDNA na diluicao 1:10 (v/v); 0,2 uM dos iniciadores gene-especificos; SUL de SYBR® Green
PCR Master Mix (Life Technologies). As amplificacdes foram conduzidas em incubagdo
inicial de 95 °C por 10 min e seguida de 40 ciclos de 95°C por 15 s, 60°C por 15 s e 60 °C por
60 s, com detec¢do do sinal da fluorescéncia ao final de cada etapa de extensdao. Apds o
término dos ciclos de reacdes, foram determinadas as curvas de dissociacdo de cada produto
amplificado entre 72 °C e 95 °C (curva de melting). Foram realizadas trés repeticdes de cada
amplificacdo, todos os experimentos incluiram controle negativo (dgua, sem DNA molde), e a
eficiéncia de amplificacdo de cada par de iniciadores foi determinada pela curva de eficiéncia
com trés dilui¢des seriais de DNA de folhas de tomateiro, utilizados nas dilui¢des 1:10; 1:100
e 1:100 (v/v). Para a normalizacdo da expressdo dos genes de interesse, o programa REST

2009 foi adotado.
3.9 Analises in silico

Para a constru¢ao de uma arvore filogenética, as seqii€éncias de nucleotideos dos genes
de tomateiro encontradas no SGN (SOL Genomics Network - http://sgn.cornell.edu/index.pl )
foram comparadas com as seqii€ncias disponiveis no banco de dados publico NCBI (National
Center for Biotechnology Information www.ncbi.nlm.nih.gov/). Todas as seqii€éncias obtidas
foram traduzidas com o programa Expasy (http://web.expasy.org/translate/) e foi feita a busca
pelos dominios conservados relacionados a funcdo de interesse, analisando estas seqii€éncias
na ferramenta Conserved Domain Search Service (CD-Search -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). Sabendo-se o inicio e o final dos
dominios conservados de cada um dos genes, foi feito o alinhamento destes dominios com a
ferramenta ClustalW do programa MEGA 5.0 (TAMURA et al. 2011) utilizando-se os
parametros padroes (default). As drvores foram construidas utilizando-se o programa MEGA
5.0, com o modelo de comparacdo Neighbor-joining (SAITOU; NEI 1987), método de

distancia p e supressao pair-wise. A robustez dos ramos gerados pela arvore foi medida pelo
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teste probabilistico bootstrap (SITNIKOVA; RZHETSKY; NEI 1995), originado a partir de
1000 repetigoes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rgl aumenta a capacidade de regeneracao atuando na fase de aquisicio de

competéncia

Visto que o alelo Rgl apresenta maior capacidade de regeneracdo in vitro
(KOORNNEEF; HANHART; MARTINELLI, 1987; LIMA et al., 2004; LOMBARDI, 2008),
foram realizados experimentos com o intuito de analisar melhor o envolvimento deste alelo
nas etapas do processo de regeneragdo. Para tanto, foi realizado um ensaio com MT e MT-
Rg1 para verificar o nimero de dias necessarios para a inducido de gemas caulinares. Através
da transferéncia seqiiencial de explantes de SIM para MB, pode-se inferir que sdo necessarios
pelo menos 6 dias em SIM para a indug¢do de gemas caulinares nos explantes de MT e 5 dias
para Rg! (Figura 3), sendo considerada uma porcentagem alta de regeneracao apds 8 dias para

MT e 7 dias para Rg!l (Figura 3).
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Figura 3 - Numero de dias necessarios em SIM para a indu¢do de gemas caulinares em explantes cotiledonares
em MT e MT-Rgl. Apds cada tempo de incubagdo em SIM, os explantes foram transferidos para MB,
permanecendo neste até que se completasse um total de 21d in vitro, quando fez se a observacdo da presenca de
gemas. Controles representando 21 dias em MB ou 21 dias em SIM sdo apresentados nas extremidades do
grafico. Os explantes foram retirados de plantulas aos 8 dias apds semeadura in vitro. Barras de erro representam
a média + SE, n = 6 placas de Petri contendo 20 explantes cada.
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Como o tempo total de indugdo inclui o tempo de aquisicio de competéncia, o
proximo passo foi verificar quantos dias sdo necessdrios para as fases de aquisicao de
competéncia e de induc¢do do processo de regeneracdo, separando e caracterizando estes
processos individualmente. Sabendo-se que o processo de aquisi¢cdo de competéncia precede a
inducdo de raizes e gemas caulinares, os primeiros dias em SIM foram substituidos
gradativamente por RIM, dentro de um total de 8 dias, o qual € suficiente para que ocorra
inducdo de gemas caulinares em SIM (Figura 3). Ao final de 8 dias, todos os tratamentos
foram transferidos para meio MB até que se completasse um total de 21 dias.

Os resultados mostram que os primeiros dois dias em SIM podem ser substituidos por
RIM em MT (Figura 4A), obtendo-se apenas gemas caulinares. Por outro lado, o mesmo
tratamento € suficiente para induzir gemas caulinares e raizes em MT-Rg/ (Figura 4B). Esses
dados confirmam que o alelo Rg/ confere uma maior capacidade de regeneracdo e reduz a
quantidade de dias necessarios para o tempo de aquisicdo de competéncia, o qual seria de 2-3
dias para MT e de 1-2 dias para MT-Rg].

Enquanto € de longo tempo conhecido que a fase de inducao é controlada pelo balanco
auxina/citocinina (SKOOG; MILLER, 1957), poucos estudos estdao relacionados a aquisi¢ao
de competéncia, sendo encontrados apenas dois mutantes em Arabidopsis, ire, um mutante
que aumenta especificamente a competéncia (CARY et al., 2001) e srd, um mutante que
diminui esta capacidade (YASUTANI et al., 1994). Neste contexto, Rg/ torna-se muito
importante para o entendimento deste processo, pois ele atua na fase de aquisicdo de
competéncia de forma positiva (Figura 4), o que permite que estudos mais aprofundados neste

gene tragam mais conhecimento nesta fase do processo de regeneracgao.
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Figura 4 - Determinagdo do tempo necessario para aquisi¢do de competéncia para formar novos 6rgios (caules
ou raizes) em explantes cotiledonares de MT (A) e MT-Rg! (B). Utilizou-se RIM para substituir gradativamente
SIM dentro de um total de 8 dias, o qual ¢ suficiente para que ocorra induc¢do de gemas caulinares em SIM (ver
Figura 3). Ao final de 8 dias, todos os tratamentos foram transferidos para meio MB até que se completasse um
total de 21 dias. C. Numero de raizes por explante em MT e MT-Rg/. Os explantes foram retirados de plantulas
aos 8 dias apds semeadura in vitro e os resultados foram observados apés 21 dias de inoculacido dos explantes.
Barras de erro representam a média + SE, n = 6 placas de Petri contendo 20 explantes cada.
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4.2 Obtencao de plantas recombinantes

Para a obten¢ao de recombinantes foram feitos os cruzamentos 1.1. e 1.2. (ver item 3.1
em Material e Métodos), sendo triados os recombinantes Rgl/rgl wf/wf (Figura 2). Algo que
facilitou tal andlise é o fato de termos descoberto que Rg/ possui um efeito pleiotropico
aumentando o ndmero de gemas laterais ex vitro (LOMBARDI, 2008). Desse modo, os
possiveis recombinantes foram triados através das caracteristicas cor da pétala e ramificagao,
sendo selecionados como recombinantes as plantas que possuiam muitas ramificacdes e ao
mesmo tempo tiveram flores brancas ao invés de amarelas (Rgl/rgl wflwf). Nesta selecdao
foram obtidos 30 recombinantes potenciais (Figura 5), de um total de 223 plantulas
transplantadas, sendo que 121 destas possuiam flores brancas. A selecdo através da
ramificacdo dos recombinantes foi feita quando estes estavam no final da antese, periodo em

que esta caracteristica pode ser melhor visualizada.

Figura 5 - Aspecto visual de plantas MT-Rg/, MT-wf e dos 30 recombinantes wf X RgIwf, selecionados através
da cor branca das pétalas e da ramifica¢do (Rgi/rgl wflwf), ap6s os cruzamentos 1.1. RgI/Rgl WfiWfx rglirgl
wflwf (MT-Rgl x MT-wf) e 1.2. Rgl/rgl Wfiwfx rglirgl wfiwf.
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4.3 Avaliacao da capacidade de formacao de gemas caulinares e raizes in vitro dos

possiveis recombinantes

Para confirmar a presenca do alelo Rg/ foram realizados testes in vitro para avaliar a
formacdo de raizes e gemas caulinares em explantes dos recombinantes, pois o alelo Rgl
aumenta a capacidade de formacdo destes 6rgaos (LOMBARDI, 2008). Para tal, sementes
obtidas da autofecundagdo dos recombinantes foram germinadas in vitro e utilizadas nos
experimentos de regeneragdo aos 12 dias ap6s semeadura. Ressalva-se que nos protocolos de
regeneracdo de tomateiro, utilizam-se plantulas com 8 dias apds semeadura (PINO et al.
2010), mas aqui foi utilizado uma condi¢@o ndo ideal (12 dias) justamente para aumentar o
contraste entre os gendtipos. Além disso, um dos efeitos do alelo Rg/ € justamente preservar a
capacidade de regeneracdo do explante ao longo do tempo (PINO et al., 2010).

Através dos resultados obtidos com a inoculagdo dos explantes em SIM (Figuras 6A e
7), pode-se observar que nem todos os recombinantes obtidos regeneraram tdo bem como
esperado, sendo selecionados 7 como os melhores (1, 2, 4, 6, 16, 25 e 26). Isto pode ter
ocorrido devido ao fato de MT-wf também ser ramificado (Figura 5), atrapalhando na selecao
dos recombinantes. Além disso, embora seja razodvel supor que a maior ramificacdo ex vitro
seja um efeito pleiotropico de Rg/ (LOMBARDI, 2008), ndo se pode excluir a hipdtese de
que seja efeito de outro gene, o qual estaria ligado fisicamente a Rg/ e poderia ter sido
recombinado em algumas linhas, produzindo plantas que sdo ramificadas, mas que ndo
possuem elevada capacidade de regeneragcdo. Por outro lado, alguns destes recombinantes
apresentaram taxa de regeneracdo maior que o controle MT-Rg/, o que pode ser efeito da
reducdo do segmento introgredido, o que eliminaria genes adjacentes a RGI que podem ter
efeito negativo na regeneracao.

Complementarmente, através dos resultados obtidos com a inoculacdo dos explantes
em RIM (Figuras 6B, 6C e 8), pode-se observar que a diferenca entre MT e MT-Rg/ foi mais
significativa quando avaliada a porcentagem de explantes com raizes, embora apenas com a
somatéria dos resultados pode-se separar novamente as linhagens de recombinantes
selecionadas, mostrando que elas realmente apresentam diferencga significativa na regeneracao
in vitro. Pode-se observar novamente que alguns destes recombinantes apresentaram
capacidade de formagdo de raizes maior que MT-Rg/, o que fortalece a hipétese levantada no
item anterior de que outros genes préoximos podem afetar de forma negativa o processo de
regeneracdo. As plantulas irmas das linhagens selecionadas foram transplantadas para a casa

de vegetacdo para a obtencdo de sementes para testes futuros.
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Figura 6 - Regeneragdo de explantes cotiledonares nas diferentes linhagens de Recombinantes. (A)
Porcentagem de formacdo de gemas caulinares em explantes cotiledonares dos diferentes recombinantes
cultivados em SIM. (B-C) Formac@o de raizes em explantes cotiledonares cultivados em RIM. (B) Porcentagem
de explantes que formaram raizes. (C) Numero de raizes formadas em cada explante. (A-C) Barras de erro
representam a média + SE, n=6. * indicam diferencas significativas (P<0.05, t de Student) sendo *>MT e *<Rg].
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Figura 7 - Representacdo fotogrifica da formacdo de gemas caulinares em explantes cotiledonares dos
diferentes recombinantes. Barra=1 cm.
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Figura 8 - Representacdo fotogrifica da formacdo de raizes em explantes cotiledonares dos diferentes
recombinantes. Barra=1 cm.
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4.4 Uso de marcadores moleculares para mapeamento genético

Para o mapeamento, foi realizada uma busca para encontrar marcadores moleculares ja
definidos para o cromossomo 3 e que ddo polimorfismo entre Solanum lycopersicum e S.
pennellii, a fim de testar o polimorfismo deles entre MT e S. peruvianum, o doador do alelo
Rgl. Estes marcadores foram escolhidos pela posicdo em cM, de acordo com a posicao de
Rgl sugerida no mapa obtido por Koornneef et al. (1993). No referido mapa, o autor
posicionou Rg/ entre as mutagdes white flower (wf) e yellow flesh (r), sendo que mais tarde os
genes WF e R foram isolados provando ser correspondentes aos genes para BETA-
CAROTENE HYDROXYLASE (CrtR-b) e PHYTOENE SYNTHASE (PSYI), respectivamente
(GALPAZ et al., 2006 , FRAY; GRIERSON, 1993). Desse modo, buscou-se as posi¢des dos
genes CrtR-b e PSYI, sendo esses genes utilizados como base para escolha de marcadores
moleculares (Tabela 2) presentes no site do SGN (SOL Genomics Network -
http://sgn.cornell.edu/index.pl). Ao encontrar as posi¢cdes de CrtR-b e PSYI, também foi
possivel obter uma lista contendo 301 genes, excluindo-se os dois extremos, que foram
inicialmente selecionados como os genes candidatos a RG1 (Tabela 3).

Ap06s a escolha dos marcadores moleculares, estes foram utilizados para verificarmos
polimorfismos entre MT, MT-Rg/ e MT-wf e os recombinantes. Para isso foi extraido o DNA
de S. pennellii, S. peruvianum, Micro-MsK, MT, MT-Rgl, MT-wf e das 7 linhagens
recombinantes selecionadas, seguindo o protocolo de reacdo encontrado no SGN. Os dados
obtidos mostram que tanto o marcador molecular CAPS (Figura 9A), quanto o marcador
molecular SCAR (Figura 9B) apresentaram polimorfismo entre S. peruvianum, S. pennellii e
MT. Porém, nenhum deles apresentou polimorfismo entre MT, Micro-MsK, MT-Rgl, MT-wf
ou qualquer uma das plantas das linhagens recombinantes. Com isso, foi possivel deduzir que
o fragmento de introgressao e, portanto, o fragmento no qual o alelo Rg/ estd inserido, € a
regido entre o marcador P5 e o gene CrtR-b (Figura 10). Desta forma, a lista de genes

candidatos atualmente apresenta um total de 136 genes.
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Tabela 2 - Marcadores moleculares utilizados para o mapeamento do cromossomo 3, regido na qual o gene RG/
estd localizado.

# | Marker | Tipo | Posicio Sequéncia Temp | Enzima | Tamanho Gene ID MgCl,
ID F/R pen/esc (mM)
TGGAAAGCCAGACACAC
AGA 33 491 Solyc03g
P3| TGS85 | CAPS 40 CAGGGGTATCAGTAGGC Hinf T 006660 15
55 300+191
AGTG
GCGATTTg?ﬁTATCTGG 55 4804270 Solyc00s X
P1| TI388 | CAPS | 47 1 G AAAGGETTTTCE Hinf 1 110870
55 350+200
AAG
TCTTCGGAGGATCAGAG 55 175
P4 C2_Atlg SCAR | 475 ATCAGTCC i Solyc03g 15
51160 ’ AACGAACATCCTTGTCC 55 300 007690 ’
AGGTAATTG
TAGGCCTCTACTCGCCG 53 100
Ps C2_At5g SCAR | 547 TACAGC i Solyc03g 3
23940 ’ TTAGTTCTTTCGAGGAA 53 150 025320
AGGTGGG
CGAAGATGTTGCTTGAT 55 1250
cLPT-2- TGC Solyc03g
P21 gy [ CAPS | 6 R GG AGCTGGACAT EcoR 1 026060 |
AAT 55 1050+200

Tabela 3 - Lista de genes candidatos para o gene RG1, localizados entre os genes CrtR-b (WHITE FLOWER) e
PSYI (YELLOW FLESH). Encontram-se destacados os genes referentes aos marcadores moleculares e
morfolégicos e um gene selecionado como principal candidato para RG1.

# Nome Descricao Tamanho
1 | Solyc03g007960 Wf Beta-carotene hydroxylase 2 (CrtR-b) 2418
UDP-N-acetylmuramate-alanine ligase (AHRD V1 #%*%*-
2 Solyc03g007970 | Q3LHF7_PHYPA); contains Interpro domain(s) IPR005758 UDP- 6410
N-acetylmuramate-alanine ligase
Septum site-determining protein MinD (AHRD V1 *#*%*-
3 Solyc03g007980 D8FVX6_9CYAN); contains Interpro domain(s) IPR010223 996
Septum site-determining protein MinD
4 Solyc03g007990 Unknown Protein (AHRD V1) 156
Genomic DNA chromosome 5 BAC clone SL_FOS0006N07
5 Solyc03g008000 (AHRD V1 ##* QOLTG2_ARATH) 642
PPPDE peptidase domain-containing protein 1 (AHRD V1 *---
6 Solyc03g008010 | PPDE1_DANRE); contains Interpro domain(s) IPRO08580 Protein 6258
of unknown function DUF862, eukaryotic
7 Solyc03g013020 Unknown Protein (AHRD V1) 204
Small ubiquitin-related modifier (AHRD V1 *-*-
8 Solyc03g013030 C1BRPS_OMAXI) 3722
Peptidase M (Fragment) (AHRD V1 **-- B3VXA8_POPTN);
9 Solyc03g013040 contains Interpro domain(s) IPRO07541 Plant Basic Secretory 1258
Protein
10 Solyc03g013050 Unknown Protein (AHRD V1) 290
1 Rk __ .
11 Solyc03g013060 Peptidase M (Fragment) (AHRD V1 B3VXAS8_POPTN); 1031

contains Interpro domain(s) IPRO07541 Plant Basic Secretory
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Protein
12 Solyc03g013070 Unknown Protein (AHRD V1) 333
Peptidase M (Fragment) (AHRD V1 **-- B3VXA8§_POPTN);
13 Solyc03g013080 contains Interpro domain(s) IPRO07541 Plant Basic Secretory 162
Protein
NtPRp27-like protein (AHRD V1 ***- Q84XQ4_SOLTU);
14 Solyc03g013090 contains Interpro domain(s) IPRO07541 Plant Basic Secretory 1205
Protein
Protein phosphatase 2C (AHRD V1 ***- 024078_MEDSA);
15 Solyc03g013100 contains Interpro domain(s) IPRO15655 Protein phosphatase 2C 1109
Peptidase M (Fragment) (AHRD V1 **-- B3VXA9_POPTN);
16 Solyc03g013110 contains Interpro domain(s) IPRO07541 Plant Basic Secretory 1149
Protein
17 Solyc03g013120 Unknown Protein (AHRD V1) 363
HAT family dimerisation domain containing protein (AHRD V1
18 Solyc03g013130 s#%_ QSLNK9_ORYSJ) 207
Protein phosphatase 2C (AHRD V1 ***- Q3V656_SOLTU);
19 Solyc03g013140 contains Interpro domain(s) IPRO15655 Protein phosphatase 2C 1678
20 Solyc03g013150 Unknown Protein (AHRD V1) 306
Amino acid transporter family protein (AHRD V1 **%%*
21 Solyc03g013160 D7M7A7_ARALY); contains Interpro domain(s) IPRO13057 2247
Amino acid transporter, transmembrane
22 Solyc03g013170 Unknown Protein (AHRD V1) 350
23 Solyc03g013180 Unknown Protein (AHRD V1) 285
24 Solyc03g013190 Unknown Protein (AHRD V1) 978
25 Solyc03g013200 Unknown Protein (AHRD V1) 999
26 Solyc03g013210 Unknown Protein (AHRD V1) 171
27 Solyc03g013220 Maturase (Fragment) (AHRD V1 #***- 079414_SOLTU) 399
28 Solyc03g013230 Unknown Protein (AHRD V1) 1102
29 Solyc03g013240 Homology to unknown gene (AHRD V1 ***- Q01H71_OSTTA) 3677
Genomic DNA chromosome 3 P1 clone MMF24 (AHRD V1 *#%*-
30 Solyc03g013250 QYLHI6_ARATH) 2005
Replication protein A DNA-binding subunit (AHRD V1 *%*%*-
31 Solyc03g013260 B6U4N2_MAIZE); contains Interpro domain(s) IPR012340 1392
Nucleic acid-binding, OB-fold
32 Solyc03g013270 Helitron helicase-like protein (AHRD V1 ***- DOP001_PHYIN) 2619
33 Solyc03g013280 Unknown Protein (AHRD V1) 547
34 Solyc03g013290 Unknown Protein (AHRD V1) 487
Ripening-related protein 3 (AHRD V1 **-- RIP3_ORYSJ);
33 Solyc03g013300 contains Interpro domain(s) IPRO05132 Rare lipoprotein A >76
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase and dual-
specificity protein phosphatase PTEN (AHRD V1 *--*
36 Solyc03g013310 PTEN_DICDI); contains Interpro domain(s) IPR014020 Tensin 2876
phosphatase, C2 domain
37 Solyc03g013320 Unknown Protein (AHRD V1) 159
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38 Solyc03g013330 Unknown Protein (AHRD V1) 297
Aquaporin Z transmembrane water channel (AHRD V1 *#%*%*
39 Solyc03g013340 | A4SKG8_AERS4); contains Interpro domain(s) IPRO00425 Major 7742
intrinsic protein
40 Solyc03g013350 Transposase (AHRD V1 #**. Q6GIMWO0_ORYSA) 906
Polyprotein (AHRD V1 ***. QOZLH4_90RYZ); contains Interpro

41 Solyc03g013360 domain(s) IPR0O05162 Retrotransposon gag protein 2868
42 Solyc03g013370 Cytochrome ¢ biogenesis FC (AHRD V1 ***. DSI3C4_CITLA) 165
43 Solyc03g013380 Cytochrome c biogenesis (AHRD V1 ***- Q5U698_BETVU) 225

Cytochrome c¢ oxidase subunit 3 (AHRD V1 ##*-
44 Solyc03g013390 Q5K5H2_CLIMI); contains Interpro domain(s) IPR000298 372

Cytochrome c oxidase, subunit III
45 Solyc03g013400 Unknown Protein (AHRD V1) 2455
46 Solyc03g013410 Unknown Protein (AHRD V1) 876
47 Solyc03g013420 Unknown Protein (AHRD V1) 330
48 Solyc03g013430 Unknown Protein (AHRD V1) 710
Amino acid transporter family protein (AHRD V1 **%%*
49 Solyc03g013440 D7LM67_ARALY); contains Interpro domain(s) IPRO13057 4158
Amino acid transporter, transmembrane

Transcription factor-like protein (AHRD V1 *#*-
50 Solyc03g013450 QILXX4_ARATH) 707

Cytochrome c oxidase subunit 3 (AHRD V1 #**-
51 Solyc03g013460 Q5M9V7_TOBAC); contains Interpro domain(s) IPRO00298 345

Cytochrome c¢ oxidase, subunit IIT
DNA polymerase (AHRD V1 *-*- Q6QZNS_DAUCA); contains
52 Solyc03g013470 Interpro domain(s) IPR004868 DNA-directed DNA polymerase, 1784
family B, mitochondria/virus
Ycf2 (AHRD V1 ***- D2KLP5_OLEEU); contains Interpro
>3 | Solyc03g013480 domain(s) IPR008543 Chloroplast Ycf2 450
54 Solyc03g013490 Ycf2 (AHRD V1 ##*- A6YA48_9MAGN) 1071
Photosystem Q(B) protein (AHRD V1 ***- Q95B45_9R0OSA);
55 Solyc03g013500 contains Interpro domain(s) IPR000484 Photosynthetic reaction 437
centre, L/M

56 Solyc03g013510 Unknown Protein (AHRD V1) 252
57 Solyc03g013520 Unknown Protein (AHRD V1) 594
58 Solyc03g013530 Unknown Protein (AHRD V1) 5714
59 Solyc03g013540 Unknown Protein (AHRD V1) 297
60 Solyc03g013550 Unknown Protein (AHRD V1) 1113
61 Solyc03g013560 Unknown Protein (AHRD V1) 1106
62 Solyc03g013570 Unknown Protein (AHRD V1) 393
63 Solyc03g013580 Unknown Protein (AHRD V1) 390
64 Solyc03g013590 Unknown Protein (AHRD V1) 198
65 Solyc03g013600 NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit 6 chloroplastic (AHRD 531

V1 #** D3WAS§_AUCJA); contains Interpro domain(s)
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[PR001457 NADH:ubiquinone/plastoquinone oxidoreductase,
chain 6

Ribosomal protein L32 (Fragment) (AHRD V1 *-%*-

66 Solyc03g013610 D2CZU0_9SOLA); contains Interpro domain(s) IPR002677 168
Ribosomal protein L32p
NADH-quinone oxidoreductase subunit L (AHRD V1 *#%*-
67 Solyc03g013620 NUOL_RHOCA); contains Interpro domain(s) IPR018393 483
NADH-plastoquinone oxidoreductase, chain 5 subgroup
Glycosyltransferase (AHRD V1 ***- BOIK47_POPTR); contains
68 Solyc03g013630 Interpro domain(s) IPR002495 Glycosyl transferase, family 8 >870
Chaperone protein dnaJ 3 (AHRD V1 ***- C1H789_PARBA);
69 Solyc03g019630 contains Interpro domain(s) IPRO03095 Heat shock protein DnaJ 471
Chaperone protein dnaJ 49 (AHRD V1 *-*- B6JZX2_SCHIJY);
70 Solyc03g019640 contains Interpro domain(s) IPRO03095 Heat shock protein DnaJ 6314
Nodulin-like protein (AHRD V1 *-*- B6USU8_MAIZE); contains
71| Solyc03g019650 Interpro domain(s) IPRO10658 Nodulin-like 3843
Thylakoid lumenal 17.9 kDa protein, chloroplastic (AHRD V1
72 Solyc03g019660 4. TL1Y_ARATH) 2533
Phosphoesterase family protein (AHRD V1 *%*-
73 Solyc03g019670 D7LEVS5_ARALY); contains Interpro domain(s) IPR007312 3102
Phosphoesterase
CBS domain containing protein (AHRD V1 *#%*.
74 Solyc03g019680 B6U1WO_MAIZE); contains Interpro domain(s) IPR000644 6250
Cystathionine beta-synthase, core
Kunitz-type protease inhibitor (AHRD V1 ###*%
75 Solyc03g019690 Q3S477_SOLTU); contains Interpro domain(s) IPR002160 654
Proteinase inhibitor 13, Kunitz legume
050220508100 protein (Fragment) (AHRD V1 **%*.-
76 Solyc03g019700 QOE0Z9_ORYSJ) 210
MADS-box transcription factor (AHRD V1 *#*%*-
77 Solyc03g019710 Q5KT55_9ASPA); contains Interpro domain(s) IPR002100 3550
Transcription factor, MADS-box
Carnitine operon protein caiE (AHRD V1 *--- D2T8N9_ERWP6);
8 Solyc03g019720 contains Interpro domain(s) IPR0O11004 Trimeric LpxA-like 6426
Sumo activating enzyme 1b (AHRD V1 **** DTMQ99_ARALY);
79 Solyc03g019730 contains Interpro domain(s) IPR009036 Molybdenum cofactor 5935
biosynthesis, MoeB
80 Solyc03g019740 Unknown Protein (AHRD V1) 696
Alpha-1 4-glucan-protein synthase (AHRD V1 **-*
81 Solyc03g019750 BI9REBS§_RICCO); contains Interpro domain(s) IPR004901 1530
Alpha-1,4-glucan-protein synthase, UDP-forming
ABC transporter G family member 11 (AHRD V1 #**-
82 Solyc03g019760 | AB11G_ARATH); contains Interpro domain(s) IPR0O13525 ABC- 4045
2 type transporter
Uncharacterized PH domain-containing protein (AHRD V1 *---
83 Solyc03g019770 C5GPT3_AJEDR); contains Interpro domain(s) IPR019411 9318
Protein of unknown function DUF2404, transmembrane
40S ribosomal protein SA (AHRD V1 *#*- B6T6X2_MAIZE);
84 Solyc03g019780 contains Interpro domain(s) IPRO05707 Ribosomal protein S2, 2210
eukaryotic/archaeal
Alpha-galactosidase (AHRD V1 #*#¥* Q9SP05_SOLLC); contains
85| Solyc03g019790 Interpro domain(s) IPR0O13785 Aldolase-type TIM barrel >788
Myb-like protein B (AHRD V1 *-*- MYBB_DICDI); contains
86 | Solyc03g019800 Interpro domain(s) IPRO17877 MYB-like 1799
87 Solyc03g019810 Metallophosphoesterase (AHRD V1 **-- CSAIN9_BURGB) 3678
1 sksksk . 1
88 Solyc03g019820 Aquaporin (AHRD V1 D6BRE1_9ROSI); contains Interpro 1339

domain(s) IPR012269 Aquaporin
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89 Solyc03g019830 Receptor like kinase, RLK 2975
Plastid DNA-binding protein (Fragment) (AHRD V1 *-%*-
90 Solyc03g019840 Q5DW99_BRANA) 5376
MAP kinase (AHRD V1 *-** D§SYB3_SELML); contains
ol Solyc03g019850 Interpro domain(s) IPR002290 Serine/threonine protein kinase 4713
92 Solyc03g019860 Unknown Protein (AHRD V1) 978
93 Solyc03g019870 Cytochrome P450 3512
UPF0426 protein At1g28150, chloroplastic (AHRD V1 **%-
94 Solyc03g019880 Y1815 _ARATH) 2892
Beta-galactosidase (AHRD V1 ***- A2JGX1_SOLLC); contains
95 | Solyc03g019890 | "y o domain(s) IPRO01944 Glycoside hydrolase, family 35 9602
Serine/threonine-protein phosphatase (AHRD V1 ###
C6TK28_SOYBN); contains Interpro domain(s) IPRO06186
%6 Solyc03g019900 Serine/threonine-specific protein phosphatase and bis(5- 7357
nucleosyl)-tetraphosphatase
97 Solyc03g019910 Unknown Protein (AHRD V1) 3598
Harpin-induced protein-like (Fragment) (AHRD V1 #*--
98 Solyc03g019920 D2CFH8_COFAR); contains Interpro domain(s) IPRO10847 744
Harpin-induced 1
UPF0415 protein C70rf25 homolog (AHRD V1 *-*-
99 Solyc03g019930 [ CG025_DANRE); contains Interpro domain(s) IPR010733 Protein 3136
of unknown function DUF1308
Asparaginyl-tRNA synthetase (AHRD V1 #*#*
100 | Solyc03g019940 D6YS69_WADCW); contains Interpro domain(s) IPR004522 7314
Asparaginyl-tRNA synthetase, class IIb
Genomic DNA chromosome 5 P1 clone MAC12 (AHRD V1 *%*--
101 Solyc03g019950 QO9FFX3_ARATH); contains Interpro domain(s) IPR004328 6591
BRO1
CDTla protein (AHRD V1 #***- B6SH61_MAIZE); contains
102 Solyc03g019960 | o ) domain(s) IPRO14939 DNA replication factor CDTl-like | +252
F-box protein interaction domain containing protein (AHRD V1
103 Solyc03g019970 *#*#%- Q60D10_SOLDE); contains Interpro domain(s) IPRO17451 1982
F-box associated type 1
104 | Solyc03g019980 Receptor like kinase, RLK 3292
Pentatricopeptide repeat-containing protein (AHRD V1 *-%*-
105 Solyc03g019990 | D7TLEO2_ARALY); contains Interpro domain(s) IPRO17451 F-box 3680
associated type 1
Pentatricopeptide repeat-containing protein (AHRD V1 *-%*-
106 |  Solyc03g020000 D7L041_ARALY); contains Interpro domain(s) IPR002885 3866
Pentatricopeptide repeat
Kunitz-type trypsin inhibitor alpha chain (AHRD V1 *%*%*
107 Solyc03g020010 ID5A_PROJU); contains Interpro domain(s) IPR002160 618
Proteinase inhibitor 13, Kunitz legume
AT3G05680-like protein (Fragment) (AHRD V1 *-%*-
108 | Solyc03g020020 D6PPWO0_IBRAS) 22827
Proteinase inhibitor II (AHRD V1 ***- B3FOC1_TOBAC);
109 | Solyc03g020030 contains Interpro domain(s) IPR0O03465 Proteinase inhibitor 120, 908
Pin2
Proteinase inhibitor IT (AHRD V1 ***- B3FOC1_TOBAC);
110 | Solyc03g020040 contains Interpro domain(s) IPR0O03465 Proteinase inhibitor 120, 909
Pin2
Proteinase inhibitor IT (AHRD V1 ***- B3FOC1_TOBAC);
111 Solyc03g020050 contains Interpro domain(s) IPR0O03465 Proteinase inhibitor 120, 938

Pin2
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Proteinase inhibitor IT (AHRD V1 ***- Q3S483_SOLTU);

112 ]  Solyc03g020060 contains Interpro domain(s) IPR003465 Proteinase inhibitor 120, 1078
Pin2
Proteinase inhibitor II (AHRD V1 ***- Q3S483_SOLTU);
113 Solyc03g020070 contains Interpro domain(s) IPR003465 Proteinase inhibitor 120, 1066
Pin2
Proteinase inhibitor II (AHRD V1 ***- Q3S483_SOLTU);
114 | Solyc03g020080 contains Interpro domain(s) IPR003465 Proteinase inhibitor 120, 1219
Pin2
Ycf2 (AHRD V1 ***- D2KLP5_OLEEU); contains Interpro
151 Solyc03g020090 domain(s) IPR008543 Chloroplast Ycf2 294
Unknown Protein (AHRD V1); contains Interpro domain(s)
116 | Solyc03g020100 IPR008543 Chloroplast Ycf2 707
117 Solyc03g025100 Unknown Protein (AHRD V1) 250
118 Solyc03g025110 Unknown Protein (AHRD V1) 315
119 | Solyc03g025120 Unknown Protein (AHRD V1) 213
120 | Solyc03g025130 Unknown Protein (AHRD V1) 282
121 Solyc03g025140 Unknown Protein (AHRD V1) 180
122 | Solyc03g025150 Unknown Protein (AHRD V1) 3695
123 | Solyc03g025160 Unknown Protein (AHRD V1) 1414
GRAS family transcription factor (AHRD V1 #*.*
124 | Solyc03g025170 B9H3H7_POPTR); contains Interpro domain(s) IPR005202 1896
GRAS transcription factor - GRAS 10
125 Solyc03g025180 Unknown Protein (AHRD V1) 593
Multidrug resistance protein mdtK (AHRD V1 **--
126 Solyc03g025190 MDTK_YERP3); contains Interpro domain(s) IPR002528 Multi 3254
antimicrobial extrusion protein MatE
Multidrug resistance protein mdtK (AHRD V1 **--
127 Solyc03g025200 MDTK_PHOLL); contains Interpro domain(s) IPR002528 Multi 5897
antimicrobial extrusion protein MatE
Mate efflux family protein (AHRD V1 **-- DTM5Q2_ARALY);
128 Solyc03g025210 contains Interpro domain(s) IPR002528 Multi antimicrobial 2555
extrusion protein MatE
Multidrug resistance protein mdtK (AHRD V1 *---
129 Solyc03g025220 MDTK_PHOLL); contains Interpro domain(s) IPR002528 Multi 2231
antimicrobial extrusion protein MatE
Multidrug resistance protein mdtK (AHRD V1 *---
130 | Solyc03g025230 MDTK_YERES); contains Interpro domain(s) IPR002528 Multi 2843
antimicrobial extrusion protein MatE
Multidrug resistance protein mdtK (AHRD V1 *---
131 Solyc03g025240 MDTK_YERP3); contains Interpro domain(s) IPR002528 Multi 1631
antimicrobial extrusion protein MatE
Multidrug resistance protein mdtK (AHRD V1 *---
132 | Solyc03g025250 MDTK_YERP3); contains Interpro domain(s) IPR002528 Multi 3081
antimicrobial extrusion protein MatE
Retinoblastoma-binding protein (AHRD V1 *---
133 | Solyc03g025260 COP1B5_AJECG); contains Interpro domain(s) IPR0O14891 1116
DWNN domain
rRNA 2&apos-O-methyltransferase fibrillarin (AHRD V1 *%%*-
134 | Solyc03g025270 B6JX17_SCHIJY); contains Interpro domain(s) IPR0O00692 3049

Fibrillarin
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135

Solyc03g025280

RNA-binding protein (AHRD V1 *--* B6K5V3_SCHIY);
contains Interpro domain(s) IPRO12677 Nucleotide-binding, alpha-
beta plait

18032

136

Solyc03g025290

Hydroxyproline-rich glycoprotein family protein (AHRD V1 **%*-
D7MRR7_ARALY)

4377

137

Solyc03g025300

Unknown Protein (AHRD V1)

186

138

Solyc03g025310

Sec-independent protein translocase protein tatA/E homolog
(AHRD V1 *-*- DATURO_9NOST); contains Interpro domain(s)
IPR006312 Twin-arginine translocation protein TatA/E

7946

139

Solyc03g025320 P5

Hydroxycinnamoyl transferase (AHRD V1 #%*-%
D2XJ64_9MAGN); contains Interpro domain(s) IPR003480
Transferase

3069

140

Solyc03g025330

Unknown Protein (AHRD V1); contains Interpro domain(s)
IPR007749 Protein of unknown function DUF677

2462

141

Solyc03g025340

C2 domain-containing protein (AHRD V1 *---
Q5DVL6_HORVD); contains Interpro domain(s) IPR018029 C2
membrane targeting protein

1050

142

Solyc03g025350

Citrate transporter family protein (AHRD V1 #**-
B6U1G3_MAIZE); contains Interpro domain(s) IPR004680
Divalent ion symporter

1469

143

Solyc03g025360

Protein serine/threonine kinase (AHRD V1 *-#%*
D3BP85_POLPA); contains Interpro domain(s) IPR002290
Serine/threonine protein kinase

6925

144

Solyc03g025370

Short-chain dehydrogenase/reductase family protein (AHRD V1
**+%. B2WS98_9BRAS); contains Interpro domain(s) IPR002347
Glucose/ribitol dehydrogenase

5276

145

Solyc03g025380

Peroxidase (AHRD V1 ***- Q58GF4_9ROSI); contains Interpro
domain(s) IPR002016 Haem peroxidase, plant/fungal/bacterial

2515

146

Solyc03g025390

Retinol dehydrogenase 12 (AHRD V1 **** BO6TAL8S_MAIZE);
contains Interpro domain(s) IPR002347 Glucose/ribitol
dehydrogenase

3596

147

Solyc03g025400

Retinol dehydrogenase 12 (AHRD V1 **** BO6TAL8S_MAIZE);
contains Interpro domain(s) IPR002347 Glucose/ribitol
dehydrogenase

4115

148

Solyc03g025410

Dehydrogenase/reductase SDR family member 13 (AHRD V1
*#*#*- DHR13_BOVIN); contains Interpro domain(s) [PR002347
Glucose/ribitol dehydrogenase

5591

149

Solyc03g025420

SCF ubiquitin ligase skpl component (AHRD V1 *--*
D3TMR7_GLOMM); contains Interpro domain(s) IPRO01232
SKP1 component

6210

150

Solyc03g025430

Genomic DNA chromosome 5 TAC clone K24M7 (AHRD V1 **-
- QOFHB8_ARATH)

720

151

Solyc03g025440

Zinc finger family protein (AHRD V1 ***- DTMFZ1_ARALY);
contains Interpro domain(s) IPRO07087 Zinc finger, C2H2-type

5039

152

Solyc03g025450

Receptor-like protein kinase (AHRD V1 *-*- Q9FZP2_ARATH);
contains Interpro domain(s) IPR002290 Serine/threonine protein
kinase

8501

153

Solyc03g025460

Myosin heavy chain-related-like (AHRD V1 #%*--
Q6YYY2 ORYSJ)

3732

154

Solyc03g025470

Kinesin-like protein (AHRD V1 *-*- Q9LZ88_ARATH); contains
Interpro domain(s) IPR001752 Kinesin, motor region

5016

155

Solyc03g025480

Unknown Protein (AHRD V1)

3837

156

Solyc03g025490

Gibberellin 20-oxidase-like protein (AHRD V1 **%%*
QI9FGVSE_ARATH); contains Interpro domain(s) IPR0O05123
Oxoglutarate and iron-dependent oxygenase

1421

157

Solyc03g025500

Prolyl 4-hydroxylase alpha subunit-like protein (AHRD V1 #%**-
QOILSI6_ARATH); contains Interpro domain(s) IPR006620 Prolyl

3516
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4-hydroxylase, alpha subunit

158

Solyc03g025510

Calmodulin-binding heat shock protein (AHRD V1 **-*
QI1RN86_GOSHI); contains Interpro domain(s) IPR002921
Lipase, class 3

4938

159

Solyc03g025520

60S ribosomal protein L36 (AHRD V1 ***- BOI1L9_POPTR);
contains Interpro domain(s) IPRO00509 Ribosomal protein L36e

1943

160

Solyc03g025530

S-layer domain protein (AHRD V1 *-*- B2J947_NOSP7);
contains Interpro domain(s) IPRO01119 S-layer homology region

7522

161

Solyc03g025540

Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 2 (AHRD
V1 **-- COHA24_SALSA); contains Interpro domain(s)
IPR0O11108 RNA-metabolising metallo-beta-lactamase

19152

162

Solyc03g025550

Signal peptide peptidase family protein (AHRD V1 *#%*.
D7M8R6_ARALY); contains Interpro domain(s) IPRO07369
Peptidase A22B, signal peptide peptidase

5716

163

Solyc03g025560

Undecaprenyl pyrophosphate synthase (AHRD V1 ##*%
UPPS_PYRFU); contains Interpro domain(s) IPR001441 Di-trans-
poly-cis-decaprenylcistransferase-like

2204

164

Solyc03g025570

DNA-directed RNA polymerase subunit H (AHRD V1 **%*-
RPOH_METTH); contains Interpro domain(s) IPRO00783 RNA
polymerase, subunit H/Rpb5 C-terminal

1469

165

Solyc03g025580

Pectinacetylesterase (Fragment) (AHRD V1 **--
C6JT68_9MYRT); contains Interpro domain(s) IPR004963
Pectinacetylesterase

3439

166

Solyc03g025590

Tripeptidyl peptidase II (AHRD V1 ***- Q5VZU9_HUMAN);
contains Interpro domain(s) IPRO15500 Peptidase S8, subtilisin-
related

2881

167

Solyc03g025600

Pectinacetylesterase like protein (Fragment) (AHRD V1 *---
Q56WP8_ARATH); contains Interpro domain(s) IPR004963
Pectinacetylesterase

8651

168

Solyc03g025610

Subtilisin-like serine protease (AHRD V1 *%*--
DSI1W0_AMYMU); contains Interpro domain(s) IPRO15500
Peptidase S8, subtilisin-related

6334

169

Solyc03g025620

Tripeptidyl peptidase II (AHRD V1 ***- Q5VZU9_HUMAN);
contains Interpro domain(s) IPRO15500 Peptidase S8, subtilisin-
related

3625

170

Solyc03g025630

Tripeptidyl-peptidase 2 (AHRD V1 *#*- TPP2_BOVIN)

6912

171

Solyc03g025640

Cytochrome P450

4077

172

Solyc03g025650

Glucan-endo-1 3-beta-glucosidase (AHRD V1 *#**
QIXFW9_CICAR); contains Interpro domain(s) IPRO00490
Glycoside hydrolase, family 17

1108

173

Solyc03g025660

Self-incompatibility protein (Fragment) (AHRD V1 ***-
C7FE91_9MAGN); contains Interpro domain(s) [PR010264 Plant
self-incompatibility S1

426

174

Solyc03g025670

PAR-1c protein (AHRD V1 ***- Q43589_TOBAC); contains
Interpro domain(s) IPR009489 PAR1

1366

175

Solyc03g025680

PAR-1c protein (AHRD V1 ***- Q43589_TOBAC); contains
Interpro domain(s) IPR009489 PAR1

1036

176

Solyc03g025690

Unknown Protein (AHRD V1)

716

177

Solyc03g025700

Pentatricopeptide repeat-containing protein (AHRD V1 *#*%*-
D7KHYS5_ARALY); contains Interpro domain(s) IPR002885
Pentatricopeptide repeat

1620

178

Solyc03g025710

GCN5-related N-acetyltransferase (AHRD V1 *%%*.-
B2IU63_NOSP7); contains Interpro domain(s) IPRO00182 GCNS5-
related N-acetyltransferase

2200
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179

Solyc03g025720

Long-chain-fatty-acid--CoA ligase (AHRD V1 ###**
C3JN12_RHOER); contains Interpro domain(s) IPR0O00873 AMP-
dependent synthetase and ligase

3847

180

Solyc03g025730

Tubulin beta chain (AHRD V1 ***. BOHP96_POPTR); contains
Interpro domain(s) IPR002453 Beta tubulin

3806

181

Solyc03g025740

CCHC zinc finger protein (AHRD V1 *--- QOGRG8_9TRYP);
contains Interpro domain(s) IPR0O13084 Zinc finger, CCHC
retroviral-type

4040

182

Solyc03g025750

Actin depolymerizing factor 10 (AHRD V1 *##*
B91489_POPTR); contains Interpro domain(s) IPR002108 Actin-
binding, cofilin/tropomyosin type

1292

183

Solyc03g025760

Glycosyltransferase CAZy family GT90 (Fragment) (AHRD V1
**_- DSRT95_SELML); contains Interpro domain(s) IPR0O08539
Protein of unknown function DUF821, CAP10-like

4381

184

Solyc03g025770

Glycosyltransferase CAZy family GT90 (Fragment) (AHRD V1
**_- DSRT95_SELML); contains Interpro domain(s) IPR008539
Protein of unknown function DUF821, CAP10-like

4760

185

Solyc03g025780

Glycosyltransferase CAZy family GT90 (Fragment) (AHRD V1
**.- DSSQN9_SELML); contains Interpro domain(s) IPR0O08539
Protein of unknown function DUF821, CAP10-like

3785

186

Solyc03g025790

Metal ion binding protein (AHRD V1 **-* B6SL50_MAIZE);
contains Interpro domain(s) IPRO06121 Heavy metal
transport/detoxification protein

1408

187

Solyc03g025800

0s03g0111400 protein (Fragment) (AHRD V1 *-*-
QODVV0_ORYSJ); contains Interpro domain(s) IPR006121
Heavy metal transport/detoxification protein

863

188

Solyc03g025810

Low-temperature-induced 65 kDa protein (AHRD V1 *---
LTI65_ARATH); contains Interpro domain(s) IPR012418
CAP160

2469

189

Solyc03g025820

Genomic DNA chromosome 5 TAC clone K24M7 (AHRD V1
*k. Q9FHDO_ARATH)

9930

190

Solyc03g025830

0s03g0107400 protein (Fragment) (AHRD V1 *---
QODVY2_ORYSJ)

6194

191

Solyc03g025840

Cytochrome b561 (AHRD V1 *#*- Q3LGXS5_CITLA); contains
Interpro domain(s) IPR0O04877 Cytochrome b561, eukaryote

2559

192

Solyc03g025850

Remorin 1 (AHRD V1 ***- Q9XEX8_SOLLC); contains Interpro
domain(s) IPR0O05516 Remorin, C-terminal region

2440

193

Solyc03g025860

Vesicle-trafficking protein SEC22b (AHRD V1 #%*--
C1BXX2_ESOLU); contains Interpro domain(s) IPRO10908
Longin

2153

194

Solyc03g025870

MYB transcription factor (AHRD V1 **-* QOLTJ5_ARATH);
contains Interpro domain(s) IPR015495 Myb transcription factor

2757

195

Solyc03g025880

Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 5 (AHRD
V1 *#*.- BOEQF4_SALSA); contains Interpro domain(s)
IPRO16706 Cleavage and polyadenylation specificity factor, 25
kDa subunit

11655

196

Solyc03g025890

DNA mismatch repair protein mutS (AHRD V1 #*%##*
BOKI9L5_THEP3); contains Interpro domain(s) IPR000432 DNA
mismatch repair protein MutS, C-terminal

21025

197

Solyc03g025900

Flap structure-specific endonuclease (AHRD V1 *-*-
ASNTE4_COPCT7); contains Interpro domain(s) IPRO06084 DNA
repair protein (XPGC)/yeast Rad

6032

198

Solyc03g025910

Unknown Protein (AHRD V1)

4899

199

Solyc03g025920

F-box family protein (AHRD V1 ***- D7L.S19_ARALY);
contains Interpro domain(s) IPR0O01810 Cyclin-like F-box

1459

200

Solyc03g025930

F-box family protein (AHRD V1 ***- D7LS19_ARALY);
contains Interpro domain(s) IPR0O01810 Cyclin-like F-box

1359
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F-box family protein (AHRD V1 ***- D7LS19_ARALY);

201 Solyc03g025940 contains Interpro domain(s) IPRO01810 Cyclin-like F-box 2021
Membrane-associated progesterone receptor component 1 (AHRD
202 Solyc03g025950 V1 ##*. CONU44_AJECG); contains Interpro domain(s) 2908
IPR001199 Cytochrome b5
203 | Solyc03g025960 Unknown Protein (AHRD V1) 201
Methyl binding domain protein (AHRD V1 *-*-
204 | Solyc03g025970 B914C0_POPTR); contains Interpro domain(s) IPR001739 5881
Methyl-CpG DNA binding
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (Fragment) (AHRD V1 *#%*-
205 | Solyc03g025980 A9YOF6_9MYRT); contains Interpro domain(s) IPRO07062 4785
Protein phosphatase inhibitor 2 (IPP-2)
Hexulose-6-phosphate isomerase (AHRD V1 **--
206 | Solyc03g025990 Q2RUM7_RHORT) 612
207 Solyc03g026000 Unknown Protein (AHRD V1) 2046
208 | Solyc03g026010 Transmembrane protein 161B (AHRD V1 *-*- T161B_MOUSE) 1377
Heat stress transcription factor (AHRD V1 *-*-
209 | Solyc03g026020 [ D4QAU8_CARPA); contains Interpro domain(s) IPR000232 Heat 1792
shock factor (HSF)-type, DNA-binding
0Os10g0578600 protein (Fragment) (AHRD V1 **%*.-
210 | Solyc03g026030 QOIVC7_ORYSJ) 1374
211 Solyc03g026040 Receptor like kinase, RLK 4071
Terminal flower 1 (Fragment) (AHRD V1 **-- B3VT13_9ROSA);
212 | Solyc03g026050 contains Interpro domain(s) IPR008914 952
Phosphatidylethanolamine-binding protein PEBP
AnKkyrin repeat-rich protein (AHRD V1 *%*--
213 | Solyc03g026060 P2 C7ECS7_NICBE); contains Interpro domain(s) IPR002110 6422
Ankyrin
Homeobox-leucine zipper protein ATHB-8 (AHRD V1 *-*-
214 | Solyc03g026070 | ATHB8_ARATH); contains Interpro domain(s) IPR002913 Lipid- 4456
binding START
Rhomboid family protein (AHRD V1 **-- D7TMOH4_ARALY);
215 Solyc03g026080 contains Interpro domain(s) IPR002610 Peptidase S54, rhomboid 2549
Non-specific lipid-transfer protein (AHRD V1 #%3#%*
216 Solyc03g026090 024485_PINRA); contains Interpro domain(s) IPR013770 Plant 697
lipid transfer protein and hydrophobic protein, helical
tRNA-specific adenosine deaminase-like protein 3 (AHRD V1 *-
217 Solyc03g026100 ** CIBNE2_9MAXT); contains Interpro domain(s) IPR016193 1197
Cytidine deaminase-like
Calmodulin binding protein (AHRD V1 **** B6STZ4_MAIZE);
218 Solyc03g026110 contains Interpro domain(s) IPRO00048 IQ calmodulin-binding 3781
region
Dehydration-responsive family protein (AHRD V1 **--
219 | Solyc03g026120 D7MSL0_ARALY); contains Interpro domain(s) IPR004159 3007
Protein of unknown function DUF248, methyltransferase putative
220 | Solyc03g026130 Cytochrome P450 1796
221 Solyc03g026140 Cytochrome P450 1744
Ring-h2 finger protein (AHRD V1 *-*- CIECT6_9CHLO);
222 | Solyc03g026150 contains Interpro domain(s) IPRO18957 Zinc finger, C3HC4 4109
RING-type
223 | Solyc03g026160 F-box family protein (AHRD V1 ***- B9ID33_POPTR) 2175
_ 1 1 sksksk . 1
224 | Solyc03g026170 F-box family protein (AHRD V1 BI9IC68_POPTR); contains 3262

Interpro domain(s) IPRO01810 Cyclin-like F-box
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225

Solyc03g026180

Unknown Protein (AHRD V1)

186

226

Solyc03g026190

Transcriptional corepressor SEUSS (AHRD V1 *---
SEUSS_ARATH)

5656

227

Solyc03g026200

0s510g0522500 protein (Fragment) (AHRD V1 *-*-
QOIWA4_ORYSJ)

5464

228

Solyc03g026210

Dihydrodipicolinate reductase family protein (AHRD V1 #%#*-
D7MRMS8_ARALY); contains Interpro domain(s) IPRO11770
Dihydrodipicolinate reductase, bacterial and plant

4130

229

Solyc03g026220

BCL-2 binding anthanogene-1 (AHRD V1 *%##*
B4FV61_MAIZE); contains Interpro domain(s) IPR0O03103
Apoptosis regulator Bcl-2 protein, BAG

1962

230

Solyc03g026230

Multidrug resistance protein mdtK (AHRD V1 *-*-
MDTK_ENT?38); contains Interpro domain(s) [IPR002528 Multi
antimicrobial extrusion protein MatE

1584

231

Solyc03g026240

Arginine/serine-rich splicing factor 31 (AHRD V1 *%*--
D7LSQ1_ARALY); contains Interpro domain(s) IPRO00504 RNA
recognition motif, RNP-1

4446

232

Solyc03g026250

Response regulator 11 (AHRD V1 *-*- QOWRTO_ARATH);
contains Interpro domain(s) IPR0O01789 Signal transduction
response regulator, receiver region

3008

233

Solyc03g026260

TraB family protein (AHRD V1 *-*- DTKED1_ARALY);
contains Interpro domain(s) IPR002816 Pheromone shutdown-
related, TraB

2831

234

Solyc03g026270

Ethylene-responsive transcription factor 4 (AHRD V1 *-#%*
ERF78_ARATH); contains Interpro domain(s) [IPR001471
Pathogenesis-related transcriptional factor and ERF, DNA-binding

618

235

Solyc03g026280

CRT binding factor 2 (AHRD V1 *-*- B3TPN7_SOLHA);
contains Interpro domain(s) IPR001471 Pathogenesis-related
transcriptional factor and ERF, DNA-binding

897

236

Solyc03g124110

CRT binding factor 2 (AHRD V1 ***- B3TPN7_SOLHA);
contains Interpro domain(s) IPR001471 Pathogenesis-related
transcriptional factor and ERF, DNA-binding

867

237

Solyc03g026290

Post-GPI attachment to proteins factor 3 (AHRD V1 **--
PGAP3_XENTR); contains Interpro domain(s) IPR007217 Perl-
like

8471

238

Solyc03g026300

Post-GPI attachment to proteins factor 3 (AHRD V1 **--
PGAP3_XENTR); contains Interpro domain(s) IPR007217 Perl-
like

5882

239

Solyc03g026310

ABC transporter permease/ATP-binding protein (AHRD V1 *%*%*.
A6ANRO_VIBHA); contains Interpro domain(s) IPRO01140 ABC
transporter, transmembrane region

10750

240

Solyc03g026320

Lipid A export ATP-binding/permease protein MsbA (AHRD V1
*-*. AQBMK8_9GAMM)

1205

241

Solyc03g026330

Uncharacterized conserved protein (AHRD V1 *-*.
Q7VAI6_PROMA)

850

242

Solyc03g026340

Calcium dependent protein kinase 17 (AHRD V1 *-#**
DS8RHF3_SELML); contains Interpro domain(s) IPR002290
Serine/threonine protein kinase

4449

243

Solyc03g026350

WD-40 repeat family protein (AHRD V1 **-- DTMJ15_ARALY);
contains Interpro domain(s) IPR020472 G-protein beta WD-40
repeat, region

8085

244

Solyc03g026360

Peptidoglycan-binding LysM domain-containing protein (AHRD
V1 ***- DTMLAS_ARALY); contains Interpro domain(s)
IPR0O18392 Peptidoglycan-binding lysin domain

357

245

Solyc03g026370

Peptidoglycan-binding LysM domain-containing protein (AHRD
V1 ***- DTMLAS_ARALY); contains Interpro domain(s)
IPR0O18392 Peptidoglycan-binding lysin domain

336
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246

Solyc03g026400

F-box family protein (AHRD V1 ***. D7LS19_ARALY)

357

247

Solyc03g026410

F-box family protein (AHRD V1 *-*- D7LS19_ARALY)

4538

248

Solyc03g031410

Unknown Protein (AHRD V1)

159

249

Solyc03g031420

Molybdenum cofactor sulfurase (AHRD V1 **%*-
CO0S2Y3_PARBP); contains Interpro domain(s) IPRO15424
Pyridoxal phosphate-dependent transferase, major region

1776

250

Solyc03g031430

Urease accessory protein UreF (AHRD V1 *#%*.
Q8H1P4_SOYBN); contains Interpro domain(s) IPR002639
Urease accessory protein UreF

729

251

Solyc03g031440

Flavoprotein wrbA (AHRD V1 ***- B6U724_MAIZE)

1016

252

Solyc03g031450

BHLH transcription factor-like protein (AHRD V1 *-*-
Q5ZAK6_ORYSIJ); contains Interpro domain(s) IPR011598 Helix-
loop-helix DNA-binding

3146

253

Solyc03g031460

Pentatricopeptide repeat-containing protein (AHRD V1 *#*%*-
D7KN35_ARALY); contains Interpro domain(s) IPR0O02885
Pentatricopeptide repeat

1140

254

Solyc03g031470

Dihydroflavonol 4-reductase (AHRD V1 **** BOX2]6_ROSHC);
contains Interpro domain(s) IPRO16040 NAD(P)-binding domain

2611

255

Solyc03g031480

HR7 protein (AHRD V1 ***- Q9SXP0_HYONI); contains
Interpro domain(s) IPR009632 Putative metallocarboxypeptidase
inhibitor

521

256

Solyc03g031490

HR7 protein (AHRD V1 ***- Q9SXP0_HYONI); contains
Interpro domain(s) IPR009632 Putative metallocarboxypeptidase
inhibitor

1082

257

Solyc03g031500

HR7 protein (AHRD V1 ***- Q9SXP0_HYONI); contains
Interpro domain(s) IPR009632 Putative metallocarboxypeptidase
inhibitor

171

258

Solyc03g031510

HR7 protein (AHRD V1 ***- Q9SXP0_HYONI); contains
Interpro domain(s) IPR009632 Putative metallocarboxypeptidase
inhibitor

608

259

Solyc03g031520

Fruit-specific protein (AHRD V1 ***- FSPM_SOLLC); contains
Interpro domain(s) IPR009632 Putative metallocarboxypeptidase
inhibitor

786

260

Solyc03g031530

0s01g0786800 protein (Fragment) (AHRD V1 *#%*.
QOJIPO_ORYSJ); contains Interpro domain(s) IPR002781 Protein
of unknown function DUF81

4660

261

Solyc03g031540

Receptor-like protein kinase (AHRD V1 ***- C6F1T6_SOYBN);
contains Interpro domain(s) IPR002290 Serine/threonine protein
kinase

2260

262

Solyc03g031550

Cysteine-rich receptor-like protein kinase (AHRD V1 --*-
C6ZRS1_SOYBN); contains Interpro domain(s) IPR002902
Protein of unknown function DUF26

453

263

Solyc03g031560

UDP-3-O- (AHRD V1 *#*. BORXS8_RICCO); contains Interpro
domain(s) IPRO11004 Trimeric LpxA-like

6615

264

Solyc03g031570

Dopamine beta-monooxygenase (AHRD V1 *%*--
B6SK92_MAIZE); contains Interpro domain(s) IPR006593
Cytochrome b561/ferric reductase transmembrane

2263

265

Solyc03g031580

Stigl (Fragment) (AHRD V1 *-*- Q9SBRO_PETHY); contains
Interpro domain(s) IPRO06969 Stigma-specific protein Stigl

438

266

Solyc03g031590

C4-dicarboxylate transporter/malic acid transport family protein
(AHRD V1 *#**- DTKUS7_ARALY); contains Interpro domain(s)
IPR004695 C4-dicarboxylate transporter/malic acid transport
protein

2605

267

Solyc03g031600

Peroxisomal membrane protein PMP22 (AHRD V1 *%%*.-
BO6TFH7_MAIZE); contains Interpro domain(s) IPR007248

5062
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Mpv17/PMP22

268

Solyc03g031610

Unknown Protein (AHRD V1)

264

269

Solyc03g031620

Phosphoadenosine phosphosulfate reductase (AHRD V1 *-**
B717M3_ACIBS); contains Interpro domain(s) IPRO04508
Thioredoxin-independent 5'-adenylylsulphate reductase

2917

270

Solyc03g031630

Calcium-binding EF-hand family protein-like (AHRD V1 **%*-
Q6ZFI7_ORYSJ); contains Interpro domain(s) [PRO11992 EF-
Hand type

791

271

Solyc03g031640

Unknown Protein (AHRD V1)

165

272

Solyc03g031650

Autophagy-related protein 8 (AHRD V1 **-- C1EJ88_9CHLO);
contains Interpro domain(s) IPR004241 Light chain 3 (LC3)

2938

273

Solyc03g031660

Unknown Protein (AHRD V1)

4683

274

Solyc03g031670

Calcium-dependent protein kinase (AHRD V1 ###**
Q8RW36_SOLLC); contains Interpro domain(s) IPR002290
Serine/threonine protein kinase

8667

275

Solyc03g031680

Uncharacterized GPI-anchored protein At1g61900 (AHRD V1
**% UGPI6_ARATH)

4575

276

Solyc03g031690

DNA-directed RNA polymerases I II and III subunit RPABC3
(AHRD V1 ***- BOEM78_SALSA); contains Interpro domain(s)
IPR005570 RNA polymerase, Rpb8

4423

277

Solyc03g031700

ABC transporter FeS assembly protein SufB (AHRD V1 #*%*-
C7JBP7_ACEP3); contains Interpro domain(s) [PR010231 SUF
system FeS cluster assembly, SufB

3342

278

Solyc03g031710

Genomic DNA chromosome 5 P1 clone MBG8 (AHRD V1 *---
QI9FFT7_ARATH)

2152

279

Solyc03g031720

RNA Binding Protein 45 (AHRD V1 **** Q9LEB4_NICPL);
contains Interpro domain(s) IPRO00504 RNA recognition motif,
RNP-1

6016

280

Solyc03g031730

Beta-glucosidase 47 (AHRD V1 **#* DTMEP5_ARALY);
contains Interpro domain(s) IPRO01360 Glycoside hydrolase,
family 1

11145

281

Solyc03g031740

Glucose-6-phosphate/phosphate translocator 2 (AHRD V1 %
D7KVF2_ARALY); contains Interpro domain(s) IPR004696 Tpt
phosphate/phosphoenolpyruvate translocator

2994

282

Solyc03g031750

Vacuolar protein sorting-associated protein 28 family protein
(AHRD V1 *#**- DTMES4_ARALY); contains Interpro domain(s)
IPR007143 Vacuolar protein sorting-associated, VPS28

630

283

Solyc03g031760

Homeobox-leucine zipper protein ATHB-14 (AHRD V1 *-*-
ATB14_ARATH); contains Interpro domain(s) [PR002913 Lipid-
binding START

3703

284

Solyc03g031770

Rop-interactive crib motif-containing protein 1 (AHRD V1 *---
D7LGA6_ARALY); contains Interpro domain(s) IPR000095
PAK-box/P21-Rho-binding

3232

285

Solyc03g031780

Unknown Protein (AHRD V1)

1880

286

Solyc03g031790

Magnesium transporter protein 1 (AHRD V1 *%*-%*
C1BXI2_ESOLU); contains Interpro domain(s) IPRO06844
OST3/0OST6

1023

287

Solyc03g031800

Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase 1 (AHRD V1 ###**
COIRGO_9ERIC); contains Interpro domain(s) IPR0O16455
Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase

2179

288

Solyc03g031810

Translation initiation factor SUI1 (AHRD V1 ****
Q7RQ93_PLAYO); contains Interpro domain(s) [IPR005874
Eukaryotic translation initiation factor SUI1

1447

289

Solyc03g031820

Tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1 (AHRD V1 #*%%*

11038
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B8JJC1_MOUSE); contains Interpro domain(s) [PR010347
Tyrosyl-DNA phosphodiesterase
Zinc finger family protein (AHRD V1 *-*- DTMVE2_ARALY);
contains Interpro domain(s) IPR0O01841 Zinc finger, RING-type
Expansin (AHRD V1 ***- Q9ZP33_SOLLC); contains Interpro
301 Solyc03g031840 domain(s) IPRO07112 Expansin 45, endoglucanase-like 2733
IPRO07117 Pollen allergen/expansin, C-terminal

302 [ Solyc03g031850 Unknown Protein (AHRD V1) 1083

300 | Solyc03g031830 738

303 | Solyc03g031860 R Phytoene synthase 1 (PSY1) 3994

A

pb B Pe Pr MsK MT Rg1wf R1 R2 R4 R6 R16 R25 R26

B

B Pe Pr MsK MT Rg1wf R1 R2 R4 R6 R16 R25 R26

Figura 9 - Géis de agarose 1,5% com iniciadores CAPS ou SCAR descritos na Tabela 2 e o DNA gendmico de
Solanum pennellii (Pe), Solanum peruvianum (Pr), Micro-MSK, MT, MT-Rgl, MT-wf e dos recombinantes R1,
R2, R4, R6, R16, R25, R26. (A) Reacdo de digestdo com iniciador P1 (CAPS), digerido por Hinf I. Foram
carregados no gel 25 pL da reagdo mais 2 uL. de syber. (B) Reacdo de PCR com iniciador P5 (SCAR). Foram
carregados no gel 5 L. da reacdo mais 2 pL. de syber e 5 pL. de H,O.
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P3-40 MT P3 - Solyc03g006660

P1-47 MT/P P4-475N

P5 - 54 MT

P2 -61MT
P1 - 47 Solyc00g110870
CrtR-b Solyc03g007960
P5 - Solyc03g025320
P2 - Solyc03g026060
PSY1 - Solyc03g031860

Figura 10 - Localizacdo do segmento contendo o gene RGI (amarelo) no cromossomo 3. O segmento em
vermelho indica a posi¢@o entre os marcadores P1 e P5. A posi¢do cromossdmica de marcadores moleculares
descritos na Tabela 2 e dos genes correspondentes as mutacdes white flower (CrtR-b) e yellow flesh (PSYI) sdo
representados. Um total de 136 genes, descritos na Tabela 3 estd presente entre os marcadores CrtR-b e PS.

Entre os 136 genes da lista desta regido, destacam-se alguns candidatos, sendo o
principal o gene GRAS 10. Este gene despertou nosso interesse, pois o alelo Rg/ apresentou
fortes interagdes com os mutantes de tomateiro procera (pro) e lateral supresser (ls)
(LOMBARDiI, 2008), sendo ambos pertecentes a familia GRAS. O mutante pro possui
resposta constitutiva a giberelina (GA), por apresentar perda de fungdo em uma proteina
DELLA (JASINSKI et al., 2008). O mutante s foi caracterizado molecularmente como uma
mutacdo levando a perda completa da fun¢do de uma proteina reguladora com dominio
VHIID da familia GRAS, da qual fazem parte moléculas como a proteina DELLA
(SCHUMACHER et al., 1999). Lombardi (2008) mostrou que o alelo Rg/ € capaz de reverter
a auséncia de ramifica¢do destas mutagdes ao obter duplos mutantes entre elas e Rg/, além de
aumentar a formagdo tanto de gemas quanto raizes in vitro a qual é muito baixa em pro.
Porém, ndo se pode supor que o alelo Rg/ é um mutante em giberelina, pois diferentemente
de mutantes com baixo nivel endégeno ou baixa sensibilidade a este hormdnio, como gibl,
gib2 e gib3 (KOORNNEEF et al., 1990), a linhagem contendo Rg/ apresenta germinacao
semelhante a observada em MT (LOMBARDI, 2008).

4.5 Estudo dos perfis transcricionais por RNA-Seq na plataforma SOLiD 3

Para a obtencdo dos perfis transcricionais, foi realizado sequenciamento do

transcriptoma (RNA-Seq) de explantes cotiledonares com 8 dias, inoculados por 24 horas em
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RIM, de MT e MT-Rgl. O tratamento foi escolhido por fazer parte do periodo no qual tanto
MT quanto MT-Rg! estariam na fase de aquisicdo de competéncia (Figura 4). O processo de
sequenciamento incluiu o cultivo das plantulas que forneceram os explantes em questdo, a
extragilo de RNA dos mesmos e a construcdo das bibliotecas. Nesta rodada foram
sequenciados quatro slides, réplicas técnicas, contendo as duas amostras em questdo, sendo
obtidos aproximadamente cem mil reads por amostra. Estes experimentos foram realizados no
Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer, em colaboracdo com a Dra. Anamaria Aranha
Camargo que gentilmente disponibilizou a infra-estrutura de seu laboratério, e a Profa. Dra.
Marie-Anne Van Sluys, que gentilmente disponibilizou os reagentes utilizados para o
sequenciamento. O Dr. Jodo Paulo Kitajima, do Hospital Albert Einstein, colaborou no
manejo e andlise dos dados.

O aproveitamento do processo de sequenciamento, desde a deposi¢do das beads em
cada slide, até a selecdo de reads com alta qualidade, foi de 71,1%, 80,5%, 76,5% e 60,7%,
respectivamente para cada um dos quatro slides. Ao final do processo foram consideradas
para andlise somente sequéncias lidas integralmente. Falhas de leitura ndo foram
consideradas. O conjunto de reads de alta qualidade gerado pelo sequenciamento foi
comparado com o banco de dados do Sol Genomics Network, utilizando-se as anotagdes
genOmicas de ITAGI. Desta forma, os reads obtidos foram comparados as sequéncias dos
33.926 genes deste banco de dados. Em seguida foi feita a normalizagdo, tratamento
estatistico e andlise dos dados. Uma andlise do componente principal PCA (“Principal
Component Analysis”) demonstrou claramente que o padrio de agrupamento entre as
amostras dos quatro slides separou as amostras de MT das de MT-Rg/ (Figura 11). Isto indica
que os perfis de transcricdo obtidos apresentaram uma significativa diferenca entre as
expressoes dos genes para estes dois gendtipos.

Ao comparar os genes diferencialmente expressos de MT-Rgl e MT, observou-se que
existem mais genes regulados negativamente do que positivamente em MT-Rg/ (Figura 12).
Como muitos genes apresentaram diferencas na sua expressdo, foram selecionados aqueles
que apresentam p < 0,005 e fold change > 2 (destacados em vermelho na Figura 12). Com
isso, o nimero foi reduzido para 361 genes diferencialmente expressos (Tabela 4). Porém,
este ainda representava um considerdvel nimero de genes a serem validados por qRT-PCR, o
que nos levou a selecionar inicialmente 5 genes para andlise de qRT-PCR, sendo feito o Box
plot mostrando o total de reads obtidos pelo sequenciamento de cada um deles (Figura 13).

Embora o gene GRAS 10 selecionado na Tabela 3 ndo estivesse entre os referidos 361 genes,
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este também foi validado devido a uma forte interacdo entre MT-Rg/ e mutantes para a

familia GRAS (procera e lateral suppresser).
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Figura 11 - Anélise do componente principal PCA (“Principal Component Analysis”) demonstrando claramente
que o padrdo de agrupamento entre as amostras dos quatro slides separou as amostras de MT (vermelho) das de
MT-Rg! (azul).
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Figura 12 - Representacio os genes diferencialmente expressos em MT-Rg/ quando comparados aos de MT. O
gréfico apresenta um nimero maior de genes regulados negativamente, sendo destacados em vermelho os genes
que apresentam p < 0,005 e fold change > 2. Estes genes encontram-se descritos na Tabela 3. Para a andlise de
expressao foram utilizados explantes de cotilédones com 8 dias que permaneceram 1 dia em meio com ANA.
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Tabela 4 - Lista dos genes diferencialmente expressos em Rg/ obtida através do sequenciamento pela
plataforma SOLiD 3. Foram selecionados os genes conforme os seguintes pardmetros: Total gene reads > 10; p
< 0,005 e fold change > 2. Encontram-se destacados na tabela os genes selecionados para a validacdo por qRT-

PCR.
Fold o~ ITAG
Nome Change Descricao Chr 23
Serine/threonine protein phosphatase 7 long form homolog
SLI'(I)(I)ZCIO 1765 244,32 (AHRD V1 #**.NG Q9LNGS5); contains Interpro domain(s) 11 Ug%lg;ﬂ
- IPR019557 Aminotransferase-like, plant mobile domain
SL1.00sc02745 17.53 Laccase 1a (AHRD V1 ***NG B91G56_POPTR); contains 10 SGN-
_143.1.1 ? Interpro domain(s) IPRO17761 Laccase U601837
AtUGT85A4 UDP-glucosyl transferase 85A4 UDP-
glycosyltransferase/ glucuronosyltransferase/ transferase }
SLl.OgS{:(i?)O?)Z 13,94 transferring hexosyl groups (AHRD V1 *-*G AT1G78270.1); 3 UE;}ZI:ILO6
- contains Interpro domain(s) IPR002213 UDP-glucuronosyl/UDP-
glucosyltransferase
Pectin methylesterase inhibitor-like protein (AHRD V1 ***G
SL1.00sc06118 12,04 BOLVF5_CAPAN); contains Interpro domain(s) IPR006501 3 SGN-
_25.1.1 . S Us578419
Pectinesterase inhibitor
UGT85A1 UDP-glycosyltransferase/ cis-zeatin O-beta-D-
glucosyltransferase/ glucuronosyltransferase/ trans-zeatin O-beta-
SL1.00sc03462 3.83 D-glucosyltransferase/ transferase transferring glycosyl groups / 3 SGN-
_32.1.1 ’ transferase transferring hexosyl groups (AHRD V1 *-*G U568834
AT1G22400.1); contains Interpro domain(s) IPR002213 UDP-
glucuronosyl/UDP-glucosyltransferase
Farnesyl pyrophosphate synthase (AHRD V1 ***NG
SL100sc05253 1 ¢ ¢ 065004_SOLLC); contains Interpro domain(s) IPRO08949 10 | SGN-
_127.1.1 . U592369
Terpenoid synthase
SL1.00sc05948 - . o SGN-
7511 4,99 Organ-specific protein S2 (AHRD V1 NG P17772) 10 U575774
Ubiquitin ligase SINATS5-related (Seven in absentia protein
SLI '(1)2;0?51575 4,57 | family) (AHRD V1 **.G QIEP48_MUSBA); contains Interpro | 6 Ug%g-SS
- domain(s) IPR004162 Seven in absentia protein
SL1.00sc04444 374 Unknown Protein (AHRD V1); contains Interpro domain(s) 1 SGN-
_193.1.1 ’ IPR006946 Protein of unknown function DUF642 U572824
NHL repeat-containing protein (AHRD V1 *-*NG
SL1.00sc00395 ] . . SGN-
488.1.1 3,71 AT1G23890.2); contains Intreerllj);;)tdomam(s) IPR001258 NHL 5 US67741
SL1.00sc04007 3.66 Late embryogenesis abundant protein (AHRD V1 ***NG 3 SGN-
_8.1.1 ’ Q2QKES8_CATRO) Us577419
glycoside hydrolase family 28 protein / polygalacturonase
SLl'g?ZC? 51858 3,66 pectinase family protein (AHRD V1 ***G AT1G02460.1); 1 U§9G812;§ 6
- contains Interpro domain(s) IPR012334 Pectin lyase fold
SL1.00sc03007 . SGN-
111 3,6 Unknown Protein (AHRD V1) 2 U568867
nodulin MtN21 family protein (AHRD V1 ***NG
SL1.005c06070 3,45 AT2G37460.1); contains Interpro domain(s) IPRO00620 Protein 9 SGN-
_163.1.1 . U565049
of unknown function DUF6, transmembrane
SL.1.00sc05390 3.39 wound-responsive protein-related (AHRD V1 ***NG 7 SGN-
_268.1.1 ’ AT4G28240.1) US577432
Pentatricopeptide repeat-containing protein At2g39620 (AHRD
SL1 '3???‘&788 314 | VI *NG 080647); contains Interpro domain(s) IPRO02885 | 4 SdejOCh
- Pentatricopeptide repeat
cYP-71-B10 electron carrier/ heme binding / iron ion binding /
SL1.00sc04168 291 monooxygenase/ oxygen binding (AHRD V1 ***G 4 SGN-
_153.1.1 ’ AT5G57260.1); contains Interpro domain(s) IPR002401 U576966
Cytochrome P450, E-class, group I
SL1.00sc03897 284 Ribosomal protein S19 (AHRD V1 ***NG Q5SMAO05_TOBAC); 5 SL2.40ch
_44.1.1 ’ contains Interpro domain(s) IPR002222 Ribosomal protein 05
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S19/S15

SL1.00sc05575

NF-X1-type zinc finger protein NFXL1 (AHRD V1 ***NG

SGN-

11811 2,8 A0JMYYS); contains Interpro domain(s) IPRO00967 Zinc finger, 6 US83527
NF-X1-type
BIGYIN binding (AHRD V1 *--NG AT3G57090.1); contains
SLl_(;O9501012 102 2,68 | Interpro domain(s) IPROl654;3p1“§tt;?rtlricopeptide repeat 11 Fission | 12 Ugg(ijl-b'l
SL1.00sc06004 261 Histone H2A (AHRD V1 ***NG C6TMV8_SOYBN); contains 11 SGN-
_386.1.1 ’ Interpro domain(s) IPR002119 Histone H2A U577317
Mitochondrial alanine-glyoxylate transaminase (Fragment)
SL1.02S{: (10510 2,47 (AHRD V1 *-*G QIKTK6_SOLCI); contains Interpro domain(s) 4 Ugf(i}?)NS-ZO
- IPR0O05814 Aminotransferase class-I1
SEC14 cytosolic factor family protein / phosphoglyceride transfer
SL1.00sc02745 237 family protein (AHRD V1 ***NG AT3G51670.1); contains 9 SGN-
_71.1.1 ’ Interpro domain(s) IPRO01251 Cellular retinaldehyde- U583419
binding/triple function, C-terminal
S1.1.00sc07122 Sucrose synthass: (AHRD V1 ***G 082693_SOLLC); contains SGN-
102.1.1 2,34 Interpro domain(s) IPR012820 Sucrose synthase, plants and 12 US77970
- cyanobacteria [IPR0O00368 Sucrose synthase
Aromatic amino acid decarboxylase 1A (AHRD V1 ***NG
SLL00ScOI88L |5 59 | QIKSC6_SOLLC); contains Interpro domain(s) IPR002129 | 8 | SON-
_112.1.1 . U578638
Pyridoxal phosphate-dependent decarboxylase
SL1.00sc04337 208 transferase family protein (AHRD V1 ***G AT2G39980.1); 5 SGN-
_261.1.1 i contains Interpro domain(s) IPRO03480 Transferase U565216
SL1.00sc03946 297 DNA mismatch repair protein Msh6-2 (AHRD V1 ***NG 7 SGN-
_8.1.1 ’ QISMV7) U601699
Armadillo repeat-containing protein 8 (AHRD V1 ***NG
SL1.005c04765 2,17 Q2KI54); contains Interpro domain(s) IPRO11989 Armadillo-like | 11 SGN-
_78.1.1 helical U565311
CTD small phosphatase-like protein 2 (AHRD V1 *-*NG
SL1.00sc01556 2,14 Q54GB2); confainsplnterpro dOIEain(s) IPRO11948 Dullard-like 4 SGN-
_23.1.1 . U565491
phosphatase domain
mitochondrial substrate carrier family protein (AHRD V1 *-*NG
SL1.00sc07184 2,1 AT4G15010.2); contains Interpro domain(s) IPR0O01993 11 SGN-
_454.1.1 . . . U568458
Mitochondrial substrate carrier
L-ascorbate oxidase/ copper ion binding / oxidoreductase (AHRD
SLLO0scOS103 |5 ) | yq ##+G AT5G21105.1); contains Interpro domain(s) IPRO17760 | 11 |  Son-
_121.1.1 . U581988
L-ascorbate oxidase, plants
FUNCTIONS IN molecular_function unknown INVOLVED IN
biological_process unknown LOCATED IN cellular_component
SL1.00sc05858 201 unknown EXPRESSED IN 23 plant structures EXPRESSED 1 SGN-
_337.1.1 ’ DURING 12 growth stages (AHRD V1 *-*NG AT3G61800.1); Us567790
contains Interpro domain(s) IPRO18610 Protein of unknown
function DUF2043
SL1.00sc02164 5 Tic22 (AHRD V1 ***NG Q9ZST9_PEA); contains Interpro 4 SGN-
_166.1.1 domain(s) IPR0O07378 Tic22-like U569319
SLI g%s.cl(.)12484 2 Unknown Protein (AHRD V1) 5 U§$8I;8 0
Photosystem I reaction center subunit III, chloroplastic (AHRD
SLL(Z)(S)?C? 31187 -2,01 V1 ##*¥NG P46486); contains Interpro domain(s) IPRO03666 2 U§7Ggl\51-83
- Photosystem I reaction centre protein PsaF, subunit III
FUNCTIONS IN molecular_function unknown INVOLVED IN
biological_process unknown LOCATED IN cellular_component
SL1.00sc03996 101 unknown EXPRESSED IN 25 plant structures EXPRESSED 6 SGN-
311 ’ DURING 15 growth stages (AHRD V1 *-*NG AT2G32910.1); U564352
contains Interpro domain(s) IPR0O13989 Development and cell
death domain
SL1.00sc05409 201 Diacylglycerol kinase 1 (AHRD V1 ***G Q39017); contains 12 SGN-
_2.1.1 ’ Interpro domain(s) IPR0O01206 Diacylglycerol kinase, catalytic U600173
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region

SL1.00sc07408

Ribosomal protein L11 methyltransferase-like protein (AHRD V1

SGN-

-2,01 *#*G QIFN34_ARATH); contains Interpro domain(s) 7
-369.1.1 IPR010456 Ribosomal L11 methyltransferase U568825
Glutamyl-tRNA(GIn) amidotransferase subunit A (AHRD V1
SL1.00sc01435 -2,02 ***NG Q2NHNS3); contains Interpro domain(s) IPR0O00120 10 SGN-
_58.1.1 . . U572584
Amidase signature enzyme
SL1.00sc03187 202 SET domain-containing protein (AHRD V1 ***NG > SGN-
_116.1.1 ’ AT5G14260.2); contains Interpro domain(s) IPR001214 SET U576415
SL1.00sc07000 202 Thioredoxin M-type 4, chloroplastic (AHRD V1 ***NG 12 SGN-
_30.1.1 ’ QI9SEU6); contains Interpro domain(s) IPR005746 Thioredoxin U569423
ALDH3H1 ALDEHYDE DEHYDROGENASE 3H1 3-
chloroallyl aldehyde dehydrogenase/ aldehyde dehydrogenase
su.gg;c?(iwo 2,03 NAD (AHRD V1 *#*G AT1G44170.2); contains Interpro 2 SLZO;‘OC}‘
- domain(s) IPR012394 Aldehyde dehydrogenase NAD(P)-
dependent IPRO15590 Aldehyde dehydrogenase
SL1.00sc03823 103 GDSL esterase/lipase At3g48460 (AHRD V1 ***G Q9STM6); 3 SGN-
_42.1.1 ’ contains Interpro domain(s) IPR0O01087 Lipase, GDSL U563797
leucine-rich repeat family protein (AHRD V1 *-*NG
SL100c04168 |~ 5 3 AT4G20940.1); contains Interpro domain(s) IPR002290 4 | SN
_3.1.1 . . S U568353
Serine/threonine protein kinase
Zinc-binding alcohol dehydrogenase (AHRD V1 ***G
SL1.00sc07184 -2,03 Q2IED1_ANADE); contains Interpro domain(s) IPR0O02085 11 SGN-
_153.1.1 . . g U572059
Alcohol dehydrogenase superfamily, zinc-containing
ATGSTU25 GLUTATHIONE S-TRANSFERASE TAU 25
SL1.00sc07408 203 glutathione transferase (AHRD V1 *-*G AT1G17180.1); contains 7 SGN-
_502.1.1 ’ Interpro domain(s) IPR004046 Glutathione S-transferase, C- U579407
terminal
heavy-metal-associated domain-containing protein / copper
SL1.00sc00510 .04 chaperone CCH -related (AHRD V1 ***G AT4G39700.1); 4 SGN-
_26.1.1 ’ contains Interpro domain(s) IPRO06121 Heavy metal U573520
transport/detoxification protein
Genomic DNA chromosome 5 P1 clone MDC12 (AHRD V1 **-
SL1 '22??2;49 2,05 | NG QOFML7_ARATH); contains Interpro domain(s) IPRO01251 | 3 Ugg;\é's ;
- Cellular retinaldehyde-binding/triple function, C-terminal
calcineurin-like phosphoesterase family protein (AHRD V1
SL1.00sc06019 -2,05 ***NG AT1G07010.1); contains Interpro domain(s) IPR004843 6 SGN-
_403.1.1 U566003
Metallophosphoesterase
NBS-coding resistance gene analog (Fragment) (AHRD V1 *-
SL1.005c00395 -2,06 | *NG B3V819_TOBAC); contains Interpro domain(s) IPR002182 5 SGN-
_118.1.1 U578068
NB-ARC
Heat stress transcription factor A-5 (AHRD V1 ***G Q94BZ5);
SL1.00sc02102 -2,06 | contains Interpro domain(s) IPR000232 Heat shock factor (HSF)- | 12 SGN-
_181.1.1 o U568287
type, DNA-binding
Cationic amino acid transporter (AHRD V1 *-*NG
SL1.00sc02102 -2,06 BOICY5_POPTR); contains Interpro domain(s) IPRO15606 12 SGN-
_292.1.1 SO . . U583443
Cationic amino acid transporter
protein binding / zinc ion binding (AHRD V1 *-*NG :
SL1.00sc02749 -2,06 AT5G62910.1); contains Interpro domain(s) IPR001841 Zinc 3 SGN
_241.1.1 ' U580772
finger, RING-type
SL1.00sc03823 .06 nodulin family protein (AHRD V1 *-*NG AT5G14120.1); 3 SGN-
_110.1.1 ’ contains Interpro domain(s) IPR0O10658 Nodulin-like U598683
2-succinylbenzoate--CoA ligase (AHRD V1 ***NG C5D6U5);
SL1.005c04130 -2,06 contains Interpro domain(s) IPRO00873 AMP-dependent 7 SGN-
_83.1.1 . U571082
synthetase and ligase
ARF2 AUXIN RESPONSE FACTOR 2 protein binding /
SLI ggzc? ﬁ007 -2,07 transcription factor (AHRD V1 ***G AT5G62000.3); contains 3 U§9Gllg-l3
- Interpro domain(s) IPR003311 AUX/TAA protein
SL1.00sc04337 | -2,07 Ras-like protein (Fragment) (AHRD V1 *-*NG 5 SGN-
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_205.1.1 Q8SAF8_9STRA); contains Interpro domain(s) IPRO02078 RNA U577954
polymerase sigma factor 54, interaction
SL1.00sc06019 . SGN-
462,11 -2,07 Unknown Protein (AHRD V1) 6 U596290
Tyramine hydroxycinnamoyl transferase (AHRD V1 ***NG
SLL(I)(I);C? 11881 -2,08 Q8H9DY9_SOLTU); contains Interpro domain(s) IPRO00182 8 U§7G91\(I);¥2
- GCN5-related N-acetyltransferase
SL1.00sc05858 08 Unknown Protein (AHRD V1); contains Interpro domain(s) 1 SGN-
_1072.1.1 ’ IPR008511 Protein of unknown function DUF793 Us574810
DNA-directed RNA polymerase subunit beta (AHRD V1 *-*NG
SLI.(;()7sc1016 818 -2,08 Q6EWS56); contains Interpro domain(s) IPR002379 ATPase, 10 SL21'30Ch
- FO/V0 complex, subunit C
Receptor-like-kinase (Fragment) (AHRD V1 *-*G
SL1.00sc07405 -2,08 Q700L8_9POAL); contains Interpro domain(s) IPR002290 4 SGN-
_9.1.1 ; . L U582727
Serine/threonine protein kinase
Photosystem I reaction center subunit IX (AHRD V1 *-*NG
SL1 '03015‘;0?226 2,09 C7BF92_9POAL); contains Interpro domain(s) IPR002615 1 SLZ(;I‘OCh
- Photosystem I reaction centre, subunit IX / PsaJ
SL1.00sc03736 . SGN-
199.1.1 -2,09 Unknown Protein (AHRD V1) 4 U583612
SL1.00sc07240 Ublqgltln carrier protelp (AHRD V1 G QSZFS3_PLAMJ), SGN-
-2,09 contains Interpro domain(s) IPRO00608 Ubiquitin-conjugating 3
_95.1.1 U565335
enzyme, E2
UGT73C6 UDP-glucosyl transferase 73C6 UDP-
glucosyltransferase/ UDP-glycosyltransferase/ quercetin 3-O-
SL1.00sc03179 21 glucosyltransferase/ quercetin 4'-O-glucosyltransferase/ quercetin 12 SGN-
_61.1.1 ’ 7-O-glucosyltransferase/ transferase transferring glycosyl groups U580322
(AHRD V1 *-*G AT2G36; contains Interpro domain(s)
IPR002213 UDP-glucuronosyl/UDP-glucosyltransferase
elongation factor 1-alpha / EF-1-alpha (AHRD V1 ***G
SLl.(l)gzc? 61004 2,1 AT5G60390.3); contains Interpro domain(s) IPR004539 11 Ugg(i\lgl
- Translation elongation factor EF1A, eukaryotic and archaeal
ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit clpA homolog
SLl'g(l);C? 61183 2,11 (AHRD V1 *-*G Q9TMO0S); contains Interpro domain(s) 3 U§29I\;91
- IPR004176 Clp, N-terminal
SL1.00sc04956 12 GTP-binding protein (AHRD V1 **-G Q9FJN8_ARATH); 4 SGN-
_77.1.1 ’ contains Interpro domain(s) IPRO15595 Rab11-related U569627
SL1.00sc06019 . SGN-
32311 -2,12 Unknown Protein (AHRD V1) 6 U588603
Ras-like GTP-binding protein (AHRD V1 ***G
SL1.00sc00226 2,13 QO9SN35_ARATH); contains Interpro domain(s) IPR015595 2 SGN-
_207.1.1 U578944
Rabl11-related
RING-box protein (AHRD V1 ***NG Q2PYP4_ARAHY);
SL1.00sc07122 2,13 contains Interpro domain(s) IPRO18957 Zinc finger, C3HC4 12 SGN-
_81.1.1 U563788
RING-type
UDP-glucosyltransferase family 1 protein (AHRD V1 ***G
SL1.00sc01435 2,14 C6KI43_CITSI); contains Interpro domain(s) IPR002213 UDP- 10 SGN-
_86.1.1 U578227
glucuronosyl/UDP-glucosyltransferase
plastocyanin-like domain-containing protein (AHRD V1 *--NG }
SL1.00sc05858 -2,14 AT1G08500.1); contains Interpro domain(s) IPR003245 1 SGN
_146.1.1 - U582455
Plastocyanin-like
Sentrin-specific protease 2 (AHRD V1 *-*G B6TMK2_ MAIZE);
SLl.%OzsciOIZ 102 -2,15 contains Interpro domain(s) IPR003653 Peptidase C48, 12 U§27I\11E)5
- SUMO/Sentrin/Ubl1
SL1.00sc02749 . SGN-
11211 -2,15 Unknown Protein (AHRD V1) 3 U578374
ABC transporter family protein (Fragment) (AHRD V1 ***NG
SL1 .??;c?21749 2,15 | BON4E9_POPTR); contains Interpro domain(s) IPRO01140 ABC | 3 U§9G61\1I-1 S

transporter, transmembrane region
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SL1.00sc06819 215 Post-GPI attachment to proteins factor 3 (AHRD V1 *#*NG 6 SGN-
_64.1.1 ’ QOVFE3); contains Interpro domain(s) [PR007217 Per1-like U575913
PSBX photosystem II subunit X (AHRD V1 ***NG
SL1'0706S(1017 122 2,15 AT2G06520.1); contains Interpro domain(s) IPR009518 12 Ug;};:tB
- Photosystem II protein PsbX
GEK1 GEKO1 D-aminoacyl-tRNA deacylase (AHRD V1 ***G
SL1.00sc02597 -2,16 AT2G03800.1); contains Interpro domain(s) IPRO07508 D- 6 SGN-
_317.1.1 . U568880
aminoacyl-tRNA deacylase
Arogenate/prephenate dehydratase (AHRD V1 ***G
SL1.005c04765 -2,16 BO9HQTS5_POPTR); contains Interpro domain(s) IPRO01086 11 SGN-
_187.1.1 U583010
Prephenate dehydratase
SL1.00sc00092 . . st SGN-
311 -2,17 Triacylglycerol lipase 1 (AHRD V1 G Q71DJ5) 11 U583486
CBS domain-containing protein (AHRD V1 *-*NG
SL1.00sc02618 2,17 AT1G69800.1); contains Interpro domain(s) IPR000644 1 SGN-
_123.1.1 o Us567667
Cystathionine beta-synthase, core
WRKY-like transcription factor (AHRD V1 ***G
SL1.00sc02745 -2,17 | Q06B53_SOLPE); contains Interpro domain(s) IPRO03657 DNA-| 9 SGN-
_78.1.1 o us577212
binding WRKY
Kinase-like protein (Fragment) (AHRD V1 *-*G
SL1.00s¢05253 2,17 C7A7P2_CORAYV); contains Interpro domain(s) IPR002290 10 SGN-
_27.1.1 . ) . U574159
Serine/threonine protein kinase
SL1.00sc05253 217 Unknown Protein (AHRD V1); contains Interpro domain(s) 10 SGN-
_64.1.1 - IPR0O19153 DDRGK domain U582552
Alpha-L-fucosidase 1 (AHRD V1 ***NG Q8GW72); contains
SL1 ggic? 61183 -2,17 Interpro domain(s) IPRO13781 Glycoside hydrolase, subgroup, 3 SdegOCh
- catalytic core
Flavonoid 3'-monooxygenase (AHRD V1 #*-G Q9SD85);
SL1.00sc04007 . ; SGN-
590.1.1 -2,18 contains Interpro domain(s) IPR002401 Cytochrome P450, E- 3 US73255
class, group I
SL1.00sc06183 218 Unknown Protein (AHRD V1); contains Interpro domain(s) 3 SGN-
_303.1.1 ’ IPR004253 Protein of unknown function DUF231, plant U589178
ATPUPI11 purine transmembrane transporter (AHRD V1 ***G
SLl'(l)giC? ‘;444 -2,19 AT1G44750.2); contains Interpro domain(s) IPRO04853 Protein 1 U§§3I\7I-2 4
- of unknown function DUF250
AL1 ALFIN-LIKE 1 DNA binding / methylated histone residue
SLl'?g;C? 51575 -2,19 binding (AHRD V1 *-*G AT5G05610.2); contains Interpro 6 Ugsél\ll-%
- domain(s) IPR019787 Zinc finger, PHD-finger
SL1.00sc03540 59 TBC1 domain family member 2B (AHRD V1 ***NG Q28CB1); 12 SGN-
_83.1.1 ’ contains Interpro domain(s) IPRO00195 RabGAP/TBC U575006
Zinc finger CCCH domain-containing protein 6 (AHRD V1
SL1.00sc02102 -2,21 *#*NG Q56XU4); contains Interpro domain(s) IPRO00571 Zinc 12 SGN-
_410.1.1 . Us564184
finger, CCCH-type
SL1.00sc05390 991 ULT2 ULTRAPETALA 2 DNA binding (AHRD V1 ***NG 7 SGN-
_245.1.1 ’ AT2G20825.1); contains Interpro domain(s) IPR000770 SAND U586255
Iron-sulfur cluster assembly 2 homolog, mitochondrial (AHRD
SL1.00sc05858 -2,21 V1 ##*NG Q9DCBS); contains Interpro domain(s) IPR0O16092 1 SGN-
_758.1.1 . . U573683
FeS cluster insertion
FUNCTIONS IN molecular_function unknown INVOLVED IN
biological_process unknown LOCATED IN cellular_component
SL1.00sc05253 999 unknown EXPRESSED IN 23 plant structures EXPRESSED 10 SGN-
_95.1.1 ’ DURING 15 growth stages (AHRD V1 ***NG AT3G21610.1); U563901
contains Interpro domain(s) [PR0O03832 Acid
phosphatase/vanadium-dependent haloperoxidase related
JAR1 JASMONATE RESISTANT 1 ATP binding /
SL1.00sc05858 999 adenylyltransferase/ catalytic/ jasmonate-amino synthetase 1 SGN-
_296.1.1 ’ (AHRD V1 ***G AT2G46370.2); contains Interpro domain(s) U585803
IPR004993 GH3 auxin-responsive promoter
SL1.00sc02102 | -2,24 Ran GTPase binding / chromatin binding / zinc ion binding 12 SGN-
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_61.1.1 (AHRD V1 *--NG AT5G19420.1); contains Interpro domain(s) U602264
IPR0O09091 Regulator of chromosome condensation/beta-
lactamase-inhibitor protein 11
UDP-glycosyltransferase/ transferase transferring glycosyl groups
SLl'g(l);C? 71184 -2,24 (AHRD V1 ***G AT4G36770.1); contains Interpro domain(s) 11 U§6GSI\5L11
- IPR002213 UDP-glucuronosyl/UDP-glucosyltransferase
RNA recognition motif RRM -containing protein (AHRD V1 *-
SL1 '228??395 226 | *NG AT1G70200.1): contains Interpro domain(s) IPRO00S04 | 5 Ugg’;\& ,
- RNA recognition motif, RNP-1
SL1.00sc07408 296 VCL1 VACUOLELESS 1 (AHRD V1 ***NG AT2G38020.1); 7 SGN-
~530.1.1 ’ contains Interpro domain(s) IPR006926 Vps16, N-terminal Us574264
cYP-72-A15 electron carrier/ heme binding / iron ion binding /
SL1.00sc01252 9927 monooxygenase/ oxygen binding (AHRD V1 ***G 10 SGN-
_28.1.1 ’ AT3G14690.1); contains Interpro domain(s) IPR002401 U578818
Cytochrome P450, E-class, group I
kelch repeat-containing F-box family protein (AHRD V1 ***NG
SL1.00sc04338 -2,27 AT3G63220.1); contains Interpro domain(s) IPRO15915 Kelch- 9 SGN-
_20.1.1 U563001
type beta propeller
SL1.00sc05575 997 F-box protein SKIP16 (AHRD V1 ***NG Q9LND?7); contains 6 SGN-
_187.1.1 ’ Interpro domain(s) IPR007474 ApaG U567358
ATGSTUS8 GLUTATHIONE S-TRANSFERASE TAU 8
SL1.00sc06070 53 glutathione transferase (AHRD V1 *-*G AT3G09270.1); contains 9 SGN-
4211 ’ Interpro domain(s) IPR004046 Glutathione S-transferase, C- Us580000
terminal
SL1.00sc01457 931 Aspartic proteinase Aspl (AHRD V1 ***NG QO0IUS52); contains 6 SGN-
_55.1.1 ’ Interpro domain(s) IPR0O01461 Peptidase Al U583865
1 1 k_%k .
SL1.00sc03134 1, 5, Cori;(l)rtlzl?nlt(eltrrl;jg c?c};lgéé?ll;go\é;woCs}e?iiiﬁrg?ﬁﬁ %)]racz{ein 0 | SGN-
_25.1.1 ’ Kinase U567695
SL1.00sc03496 231 18S pre-ribosomal assembly protein gar2-related (AHRD V1 *- 4 SGN-
_7.1.1 ’ *NG AT2G03810.4) U572758
SL1.00sc00082 23 Aminoacylase-1 (AHRD V1 *-*G P37111); contains Interpro 11 SGN-
_55.1.1 ’ domain(s) IPRO10159 N-acyl-L-amino-acid amidohydrolase U582789
NBS-containing resistance-like protein (Fragment) (AHRD V1 *-
SL.1.005c00090 -2,32 | *NG AS8BNC3_PLAAC); contains Interpro domain(s) IPRO02182 | 2 SGN-
_234.1.1 U565272
NB-ARC
ALMT1 ALUMINUM-ACTIVATED MALATE
SL1.00sc06004 23 TRANSPORTER 1 malate transmembrane transporter (AHRD 11 SL2.40ch
_198.1.1 ’ V1 *--G AT1G08430.1); contains Interpro domain(s) [PR006214 11
Uncharacterised protein family UPF0005
SL1.00sc07309 33 protein binding / tubulin-tyrosine ligase (AHRD V1 *-*NG 7 SGN-
_6.1.1 ’ AT1G77550.1) U596510
Cytochrome P450 90C1 (AHRD V1 ***NG Q9MO066); contains
SL1.005c00090 -2,36 | Interpro domain(s) IPR002403 Cytochrome P450, E-class, group 2 SGN-
_218.1.1 v U571023
PHS1 PROPYZAMIDE-HYPERSENSITIVE 1 phosphoprotein
SL1.00sc04007 236 phosphatase/ protein tyrosine/serine/threonine phosphatase 3 SGN-
_194.1.1 ’ (AHRD V1 *-*G AT5G23720.1); contains Interpro domain(s) U573489
IPR0O15275 Actin-fragmin kinase, catalytic
SLl_.g(l);c.:i).élON 2,37 Unknown Protein (AHRD V1) 6 U§§4I\(I)'57
ER lumen protein retaining receptor family protein (AHRD V1
SL1.00sc05805 -2,39 | #***G AT3G25160.1); contains Interpro domain(s) IPROO0133 ER | 6 SGN-
_124.1.1 . L U578957
lumen protein retaining receptor
4-coumarate-coa ligase (AHRD V1 ***G B9I3N1_POPTR);
SL1.00sc03823 2,4 contains Interpro domain(s) IPRO00873 AMP-dependent 3 SGN-
_76.1.1 . U562941
synthetase and ligase
SL1.00sc05575 4 Unknown Protein (AHRD V1); contains Interpro domain(s) 6 SGN-
_622.1.1 ’ IPR0O06514 Protein of unknown function DUF579, plant U567295
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SL1.00sc01435 541 Unknown Protein (AHRD V1); contains Interpro domain(s) 10 SGN-
_134.1.1 ’ IPR007612 Protein of unknown function DUF567 U573160
Chlorophyll a/b binding protein (AHRD V1 ***NG
SLl.(l)gzc? 31540 -2,48 Q84TM7_TOBAC); contains Interpro domain(s) IPR001344 12 Ugg(i\ll-ZO
- Chlorophyll A-B binding protein
FUNCTIONS IN molecular_function unknown INVOLVED IN
SL1.00sc01220 949 biological_process unknown LOCATED IN cellular_component 6 SGN-
_10.1.1 ’ unknown (AHRD V1 *-*NG AT1G45248.5); contains Interpro U597142
domain(s) IPRO18848 WIYLD domain
SL.1.00sc04168 . SGN-
186.1.1 -2,49 Unknown Protein (AHRD V1) 4 US97356
RING finger-like protein (AHRD V1 *-*NG Q8L775_ARATH);
SL1.00sc02156 -2,5 contains Interpro domain(s) IPRO18957 Zinc finger, C3HC4 8 SGN-
_l16.1.1 U569718
RING-type
ATP binding / microtubule motor (AHRD V1 ***NG
SL1.00sc04121 -2,51 | AT5G06670.1); contains Interpro domain(s) IPR007520 Bull, C- 3 SGN-
511 . U570710
terminal
SL1.00sc04337 252 agenet domain-containing protein (AHRD V1 *-*NG 5 SGN-
_520.1.1 ’ AT4G32440.1); contains Interpro domain(s) [PRO05491 ENT U583236
SL1.00sc05992 . SGN-
152,11 -2,53 Unknown Protein (AHRD V1) 10 U568229
SL1.00sc07184 54 NADH-ubiquinone oxidoreductase-related (AHRD V1 ***NG 11 SGN-
_563.1.1 ’ AT3G62790.1) U565626
SL1.00sc04444 . SGN-
17411 -2,55 Unknown Protein (AHRD V1) 1 US573623
Glycolate oxidase (AHRD V1 ***G P93260_MESCR); contains
SL1.005c05603 -2,55 Interpro domain(s) IPR0O17934 FMN-dependent alpha-hydroxy 10 SGN-
_77.1.1 . U579320
acid dehydrogenase
Dual specificity protein phosphatase 4 (AHRD V1 *-*NG
SL1.005c00463 -2,58 QO9PWT71); contains Interpro domain(s) [PR020422 Dual 5 SGN-
_182.1.1 o . . U584218
specificity phosphatase, subgroup, catalytic domain
FUNCTIONS IN molecular_function unknown INVOLVED IN
biological_process unknown LOCATED IN chloroplast
SLl'%%SCIO? 082 -2,6 EXPRESSED IN 22 plant structures EXPRESSED DURING 13 11 Ugggl\él-s 6
- growth stages (AHRD V1 ***NG AT4G08280.1); contains
Interpro domain(s) IPR008554 Glutaredoxin 2
SL1.00sc07059 26 Acyltransferase-like protein (AHRD V1 **-G Q589X7_TOBAC); 7 SGN-
_282.1.1 ’ contains Interpro domain(s) IPRO03480 Transferase U563857
serine/threonine protein kinase family protein (AHRD V1 ***G
SL1.005c00395 -2,61 AT1G66880.1); contains Interpro domain(s) IPR002290 5 SGN-
_186.1.1 . . o U601604
Serine/threonine protein kinase
Transcriptional regulator ATRX (AHRD V1 *-*NG Q61687);
SL1 (l)gzc? ?68 -2,61 contains Interpro domain(s) IPRO01650 DNA/RNA helicase, C- 4 SdejOCh
- terminal
thylakoid lumenal protein-related (AHRD V1 ***NG
SL1.00sc00777 -2,62 AT1G12250.2); contains Interpro domain(s) IPR001646 8 SGN-
_407.1.1 . U563637
Pentapeptide repeat
SL1.00sc00226 163 tRNA-splicing endonuclease positive effector-related (AHRD V1 > SL2.40ch
_692.1.1 ’ *--NG AT4G05540.1) 02
ST — - -
SL1.00sc07059 -2,64 clo{r(letil(zgtsolrng;erIz)r(()it(frlrrllal'frllr(l:)S(IiPzR(()AlgI;]()) I\jcelucineltlr(i}cl??eugei‘?\}- 7 SGN-
91.1.1 . P . peat, U562726
terminal
Replication protein A 32 kDa subunit (AHRD V1 ***NG
SLl'Ogsf (13946 2,7 Q63528); contains Interpro domain(s) IPR014646 Replication 7 U§§4I\11-72
- protein A, subunit RPA32
myb family transcription factor (AHRD V1 *-*G AT2G01060.1); }
SLl'gg;C? ‘;765 -2,72 contains Interpro domain(s) IPR006447 Myb-like DNA-binding 11 Ug;} 61\11 03
- region, SHAQKYF class
SL1.00sc00395 | -2,76 Repressor of RNA polymerase III transcription MAF1 homolog 5 SGN-
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_240.1.1 (AHRD V1 ***NG Q5XIHO0); contains Interpro domain(s) U572275
IPR0O15257 Maf1 regulator
Protein MAK10 homolog (AHRD V1 ***NG Q5ZHV?2); contains
SL1.00sc07059 2,77 Interpro domain(s) IPR007244 Mak10 subunit, NatC N(alpha)- 7 SGN-
_175.1.1 . U566048
terminal acetyltransferase
nucleic acid binding / oxidoreductase (AHRD V1 *--G
SL1.00sc03187 -2,78 AT3G01210.1); contains Interpro domain(s) IPR001395 2 SGN-
_S1.1.1 U574158
Aldo/keto reductase
PP2CA ARABIDOPSIS THALIANA PROTEIN
SL1.00sc04889 982 PHOSPHATASE 2CA protein binding / protein serine/threonine 3 SGN-
_124.1.1 ’ phosphatase (AHRD V1 ***G AT3G11410.1); contains Interpro U565103
domain(s) IPRO15655 Protein phosphatase 2C
OTU-like cysteine protease family protein (AHRD V1 ***G
SL1.00sc04687 -2,87 AT3G22260.1); contains Interpro domain(s) IPR003323 Ovarian 7 SGN-
_88.1.1 . U564973
tumour, otubain
MADS-box transcription factor 18 (AHRD V1 #***G
SLI.;);)(S)C{) 21102 -2,89 QO0D4T4); contains Interpro domain(s) IPR002100 12 Ugg}llg;;S
- Transcription factor, MADS-box
SL.1.00sc05290 . . . s SGN-
113,11 -2,91 lipase class 3 family protein (AHRD V1 NG AT3G07400.1) 9 U586493
RCD1 RADICAL-INDUCED CELL DEATHI protein binding
SLl'(l)(l);C? 21597 -2,93 (AHRD V1 *-*G AT1G32230.1); contains Interpro domain(s) 6 U§g31\11-68
- IPR004170 WWE domain
AtUGT85A2 UDP-glucosyl transferase 85A2 UDP-
glycosyltransferase/ glucuronosyltransferase/ transferase X
SL1.0106$c1013 462 -2,96 transferring glycosyl groups (AHRD V1 ***G AT1G22360.1); 3 U§7G81§71
- contains Interpro domain(s) IPR002213 UDP-glucuronosyl/UDP-
glucosyltransferase
Kinase-like protein (Fragment) (AHRD V1 *-*G
SL1.00sc03587 -2,98 C7A7P3_CORAYV); contains Interpro domain(s) IPR002290 3 SGN-
_82.1.1 . . L U599867
Serine/threonine protein kinase
SRF3 STRUBBELIG-RECEPTOR FAMILY 3 ATP binding /
SL1.00sc05390 208 kinase/ protein serine/threonine kinase (AHRD V1 *-*G 7 SGN-
_250.1.1 ’ AT4G03390.1); contains Interpro domain(s) IPR002290 U597133
Serine/threonine protein kinase
DNA-directed RNA polymerases I, II, and III subunit RPABC1
SLl.(l)gzc? ﬁ337 -3,08 (AHRD V1 ***G BOBNE?2); contains Interpro domain(s) 5 Uggllj)-%
- IPR014381 DNA-directed RNA polymerase, RPBS5 subunit
hox PX domain-containing protein (AHRD V1 *-*NG
SL1.00sc04007 p ! : . SGN-
439.1.1 -3,09 AT1G15240.2); contains Inte?krg domain(s) IPRO01683 Phox- 3 US70765
SL1.00sc02596 311 Ycf2 (AHRD V1 **#*NG A6YAS57_9MAGN); contains Interpro 11 SL2.40ch
_8.1.1 ’ domain(s) IPR008543 Chloroplast Ycf2 11
protein-protein interaction regulator family protein (AHRD V1 i
SLl'l%OéSZC (1518 >3 -3,15 ***NG AT1G15200.1); contains Interpro domain(s) IPRO06786 1 Uggﬂfﬁ
- o Pinin/SDK/memA protein
Pto-like serine/threonine kinase (AHRD V1 ***G
SL1.005c00463 -3,18 Q6WOD1_CAPCH); contains Interpro domain(s) IPR017442 5 SGN-
_137.1.1 . . . Us577094
Serine/threonine protein kinase-related
SL1.00sc00463 3.18 Nucleoporin GLE1 (AHRD V1 *-*NG Q6DRB1); contains 5 SGN-
_186.1.1 ’ Interpro domain(s) IPR012476 GLE1-like U573403
SL.1.00sc00777 DNA bllndlng family proltem (AHRD V1 G AT4G12080.1), SGN-
361.1.1 -3,2 contains Interpro domain(s) IPRO05175 Protein of unknown 8 U574372
- function DUF296
SL1.00sc02102 304 chitinase (AHRD V1 *--G AT3G16920.1); contains Interpro 12 SGN-
_154.1.1 ’ domain(s) IPR000726 Glycoside hydrolase, family 19, catalytic U568267
SL1.00sc07184 332 Condensin complex subunit 3 (AHRD V1 *-*NG Q9YHBS); 11 SGN-
_150.1.1 ’ contains Interpro domain(s) IPR0O16024 Armadillo-type fold U603716
SL1.00sc01435 | -3,41 Unknown Protein (AHRD V1); contains Interpro domain(s) 10 SGN-




71

_146.1.1 IPR007493 Protein of unknown function DUF538 U575312
SL1.00sc03187 344 WPP domain-associated protein (Fragment) (AHRD V1 ***NG ) SGN-
_295.1.1 ’ Q5BQNS5) U574019
Phosphoribosyltransferase (Fragment) (AHRD V1 *--NG
SL1.005c02494 -3,57 Q8LSYS8_TAXDI); contains Interpro domain(s) IPRO13583 11 SGN-
_l6.1.1 . . U563885
Phosphoribosyltransferase C-terminal, plant
SL1.00sc02302 3.61 emb2410 embryo defective 2410 (AHRD V1 *-*NG 8 SGN-
_440.1.1 ’ AT2G25660.1) Us77507
SL1.00sc04338 3.63 Ycf2 (AHRD V1 ##*NG A6Y9OW3_9MAGN); contains Interpro 9 SGN-
_108.1.1 ’ domain(s) IPR008543 Chloroplast Ycf2 U566374
SL1.00sc00395 3.68 Xylosyltransferase 1 (AHRD V1 *-*NG Q5QQ56); contains 5 SGN-
_247.1.1 ’ Interpro domain(s) IPR003406 Glycosyl transferase, family 14 U601817
Chlorophyll a/b binding protein (AHRD V1 ***G
SLl'gg;C? 31187 -3,68 Q41425_SOLTU); contains Interpro domain(s) IPR001344 2 U§$9Ijlb 5
- Chlorophyll A-B binding protein
SL.1.00sc04889 noduhn MtN3 family pr.oteln (AHRD V1 NG A.T3G48740.1.), SGN-
-3,68 | contains Interpro domain(s) IPRO18179 RAG1-activating protein | 3
_28.1.1 U580747
1 homologue
SL1.00sc04337 379 GCN5-related N-acetyltransferase GNAT family protein (AHRD 5 SGN-
_213.1.1 ’ V1 ##*G AT4G19985.1) U584854
Thylakoid lumenal 19 kDa protein, chloroplastic (AHRD V1 *-
SL1 (2)230? 4;444 -3,8 *NG P82658); contains Interpro domain(s) IPRO16123 1 U§6GSB9IE)O
- Mog1/PsbP, alpha/beta/alpha sandwich
Heat stress transcription factor B-3 (AHRD V1 ***G 022230);
SL1.00sc04788 -4,06 | contains Interpro domain(s) IPR000232 Heat shock factor (HSF)- | 4 SGN-
_168.1.1 T U568323
type, DNA-binding
galactosyltransferase family protein (AHRD V1 *-*NG }
SL1.005c02749 -4,2 | AT5G62620.1); contains Interpro domain(s) IPR002659 Glycosyl | 3 SGN
_258.1.1 . U570495
transferase, family 31
SL1.00sc01435 431 Protein notum homolog (AHRD V1 **-NG Q6P988); contains 10 SGN-
_33.1.1 ’ Interpro domain(s) IPR004963 Pectinacetylesterase U603038
cYP-81-D1 CYTOCHROME P450 81D1 electron carrier/ heme
SL1.00sc04604 | 471 binding / iron ion binding / monooxygenase/ oxygen binding 2 SGN-
_4.1.1 ’ (AHRD V1 *##*G AT5G36220.1); contains Interpro domain(s) U575858
IPR002401 Cytochrome P450, E-class, group I
SL1.00sc02895 | 476 integral membrane HRF1 family protein (AHRD V1 **-NG 9 SGN-
_161.1.1 ’ AT1G30890.2); contains Interpro domain(s) IPR005578 Hrf1 U597555
SL1.00sc05189 . SGN-
116,11 -4,81 Unknown Protein (AHRD V1) 1 US87147
GRAM domain-containing protein / ABA-responsive protein-
SLI.(L(;501012 618 -4,83 related (AHRD V1 **-NG AT5G13200.1); contains Interpro 1 U§6G91§-82
- domain(s) IPR004182 GRAM
SL.1.00sc06741 Aden'ylyl-sulfate reduc'tase (AHRD V1 ***'G Q672Q8_SOLLC); SGN-
-5,01 | contains Interpro domain(s) IPR004508 Thioredoxin-independent | 3
_21.1.1 X U578339
5'-adenylylsulphate reductase
Phosphoadenosine phosphosulfate reductase (AHRD V1 *-*NG
SLl.gg(s)c? 11435 -5,43 BOU6V9); contains Interpro domain(s) IPR002500 10 UESSI\lLH
- Phosphoadenosine phosphosulphate reductase
SL1.00sc05390 | - 5 /s c?;?:i)gf K:rr Ol:okiir(l)irs;i(n?g l;I]’)R?)Ill 6961GD?21?:F1V]1) 1c€rsocl) ]1;1Ln§3e 7 | SGN-
_279.1.1 : P olant yiey : US85113
ABC transporter G family member 28 (AHRD V1 ***NG
SL1.005c00633 -8,36 QOFF46); contains Interpro domain(s) IPR003439 ABC 4 SGN-
_60.1.1 . U601002
transporter-like
cYP-71-B20 electron carrier/ heme binding / iron ion binding /
SL1.00sc01435 1018 monooxygenase/ oxygen binding (AHRD V1 ***G 10 SGN-
_297.1.1 ’ AT3G26180.2); contains Interpro domain(s) IPR002401 U580161
Cytochrome P450, E-class, group I
SL1.00sc05858 | -15,79 Unknown Protein (AHRD V1) 1 SGN-
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_14.1.1 U584272
YABBY like transcription factor (Fragment) (AHRD V1 *--G
SLl.gggc{) 01777 -17,52 A6P339_GNEPA); contains Interpro domain(s) IPR006780 Uggl\é-”
- YABBY protein
SL1.00sc04889 1812 Alpha-amylase (AHRD V1 ***G Q8LP27_IPONI); contains SGN-
_200.1.1 ’ Interpro domain(s) IPRO13775 Alpha-amylase, plant U585613
SL.1.00sc03946 . SGN-
8311 + Unknown Protein (AHRD V1) U596353
A B
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Figura 13 - Box plot mostrando o total de reads obtidos pelo sequenciamento na plataforma SOLID de 5
diferentes genes selecionados na Tabela 4 e um gene (GRAS 10) selecionado na Tabela 3.

Entre os 361 genes da lista também estdo alguns genes do cromossomo 3, porém

nenhum deles estd localizado entre as mutacdes wf e r, ndo sendo portanto, o gene RG1, e por

isso, também ndo foram selecionados para a andlise por qRT-PCR, na qual preferimos

selecionar genes de outros cromossomos que provavelmente sdo regulados por RGI. Dentre
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os 5 genes selecionados estdo Serine/threonine protein phosphatase 7 long form homolog e
YABBY like transcription factor, os quais encontram-se nas extremidades da lista e sdo
ativados e reprimidos, respectivamente, em MT-Rg/.

Os genes YAB codificam fatores de transcri¢do definidos pela presenca dos dominios
YAB e zinc finger (BOWMAN; SMYTH, 1999; BOWMAN, 2000), sendo reconhecidas 5
subfamilias: CRABS CLAW (CRC), FILAMENTOUS FLOWER (FIL)/YABBY3 (YAB3),
INNER NO OUTER (INO), YABBY2 (YAB2) e YABBYS5 (YABS) (BOWMAN, 2000; LEE
et al.,, 2005; YAMADA et al., 2004). Dentre as subfamilias, FIL, YAB2, YAB3 e YABS
atuam na ativacao dos processos de formacao laminar, reprimindo o meristema apical (SAM)
e formando o dominio marginal das folhas (SAROJAM et al., 2010). Os genes de CRC sado
transcritos nos tecidos abaxiais do carpelo bem como na placenta e nos nectdrios das
Eudicotiledoneas (BOWMAN; SMYTH, 1999;. LEE et al, 2005;. ORASHAKOVA et al,
2009), ndo sendo detectada a sua expressao nos orgdos vegetativos (YAMADA et al., 2011).
A andlise do gene Yabby like, regulado negativamente em Rg/, através da nova anotacdo do
Sol Genomics Network (ITAG 2.3), sugere que este gene € similar a CRC e, portanto possui
fun¢do similar a de outro Yabby-like encontrado em tomateiro, conhecido como o mutante
fasciated (CONG; BARRERO; TANKSLEY, 2008).

Outro gene de uma familia relacionada ao desenvolvimento floral com expressao
reprimida em Rg/ foi o MADS-box 18. Os membros da familia MADS-box sdo conhecidos
por estarem envolvidos predominantemente em processos do desenvolvimento vegetal, sendo
os melhores estudos relacionados com a determinacdo da identidade dos verticilos florais,
pois através deles foi formulado o modelo genético ABC, que explica como as funcdes
combinadas de trés classes de genes (A, B, e C) podem determinar a identidade de sépalas,
pétalas, estames e pistilo (revisto por COEN; MEYEROWITZ, 1991). Uma anélise
filogenética foi realizada por Alvarez-Buylla et al. (2000), que incluiu 44 sequéncias do
dominio MADS de Arabidopsis e varios outros dominios MADSbox MYOCYTE ENHANCER
FACTOR?2-like (MEF2) e SERUM RESPONSE FACTOR-like (SRF) a partir de sequéncias de
fungos e animais. A andlise sugere que existem duas linhagens principais de genes
MADSbox: tipo I e tipo II, sendo que as proteinas MADS-box do tipo MIKC e MEF2
formam a linhagem de tipo II. Entre os genes do tipo II, esta AGAMOUS (YANOFSKY et al.,
1990), gene relacionado a organogénese floral. Em estudos feitos por Lehti-Shiu, Adamczyk e
Fernandez (2005), foram selecionados 8 genes MADS-box que apresentaram expressao
elevada durante a fase embriondria, sendo 4 destes (FLOWERING LOCUS C, FLOWERING
LOCUS M, AGAMOUS-LIKE 15, e AGAMOUS-LIKE 18) utilizados para a andlise do padrao
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de expressdo espacial em sementes. Todos os quatro foram expressos em células de todo o
endosperma e embrido, porém ao analisar plantas transgénicas de AGAMOUS-LIKEIS
(AGL15) e AGAMOUS-LIKEI1S8 (AGLI8) nido foram encontrados embrides defectivos.

Também foi selecionado um gene relacionado a embriogéneses - embryo defective
2410. A embriogénese em dicotiledoneas consiste em vdrias etapas caracterizadas por
importantes eventos do desenvolvimento (MEINKE, 1991a; GOLDBERG; BARKER;
PEREZ-GRAU, 1989; WEST; HARADA, 1993). Os mutantes emb-defective (EMB)
constituem o maior grupo de mutantes identificados em Arabidopsis (MEINKE, 1994).
Estudos demonstraram que os mutantes emb sdo divididos em categorias baseadas na
morfologia do embrido na maturidade (MEINKE, 1994; MEINKE, 1991b). A maioria dos
mutantes emb torna-se defeituoso no inicio da embriogénese e sdo incapazes de sobreviver a
dessecacdo de sementes (MEINKE, 1994), porém também sdo conhecidos mutantes emb que
tornam-se defeituosos tardiamente, falhando em completar o crescimento e morfogénese
durante as fases finais do desenvolvimento da semente (VERNON; MEINKE, 1995).

O gene wound-responsive protein também despertou nosso interesse a respeito dos
mecanismos de resposta a estresse de MT e Rgl. Existe um grande interesse no estudo dos
diferentes mecanismos de defesa vegetal, tanto relacionados a hormdnios e outras substancias
quimicas, quanto a genes envolvidos neste processo. Genes de resposta a injuria (wound-
responsive genes) também tém sido relatados, incluindo genes para o refor¢co da parede
celular, fenilalanina amonia liase (PAL) e chitinase (CHS) para a sintese de fenilpropandéides,
ACC sintase e ACC oxidase para a sintese de etileno e inibidores de protease (PI) contra a
alimentacdo de insetos (CORBIN; SAUER; LAMB, 1987; GREEN; RYAN, 1972; KENDE,
1993). Também tem sido encontrado genes que sdo acionados apenas para os mecanismos de
defesa, como o gene KED, encontrado em tabaco (HARA et al., 2000). Este gene foi expresso
apenas apoés a lesdo das folhas de tabaco, tendo uma resposta rdpida que pode ser repetida
diversas vezes, a qual € desencadeada por alteracdes fisicas no ambiente celular.

A grande diferenca no padrao de expressao da Serine/threonine protein phosphatase 7
(PP7) foi o que mais nos chamou a aten¢do nos dados do SOLiD devido a importancia da
fosforilacdo em diversas vias de sinalizagdo. Fosforilagdo e desfosforilagdo de proteinas
catalisadas por proteinas quinases e proteinas fosfatases muitas vezes servem como
interruptores "on-e-off”" na regulacdo de muitas atividades celulares (LUAN, 2003). Embora
os mecanismos das proteinas quinases tenham sido mais amplamente estudados, alguns
estudos sobre as func¢des de proteinas fosfatases também tém sido realizados, demonstrando

claramente que proteinas fosfatases podem funcionar ndo apenas contrabalancando as
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proteinas quinases, mas também podem assumir um importante papel em muitos eventos de
sinalizacdo (LUAN, 1998). Com base no grau de semelhanca estrutural dos seus dominios
cataliticos, as fosfatases eucaridticas sdo subdivididas em cinco subtipos principais: PPI;
PP2A (incluindo PP4 e PP6); PP2B (incluindo PP3); PP5 e PPEF/PP7. As quatro primeiras
subfamilias t€ém sido extensivamente investigadas, em contraste com a subfamilia PPEF/PP7
que permanece inexplorada. Dentre as func¢des jd conhecidas relacionadas a PP7 estdo a
sinalizacdo sensorial (ANDREEVA; KUTUZOV, 1999; ANDREEVA; KUTUZOV, 2001;
KUTUZOV; BENNETT; ANDREEVA, 2001) e processos variados tais como: i) alta
expressdo de PP7 em subconjunto de estdmatos (ANDREEVA; KUTUZOV, 1999), ii)
atuacdo de PP7 como um regulador positivo na sinalizacdo de receptores de luz azul e
controle da amplificacdo da sinalizagdo do fitocromo (MOLLER et al.,, 2003), iii)
participacdo de PP7 em mecanismos de resposta a estresse, como a termorregulacdo
relacionada a fatores de transcricdo HSF (LIU et al., 2007) e iv) possivel envolvimento de

PP7 nos mecanismos de sinaliza¢cdo dependentes do acido salicilico (SNYMAN et al., 2008).

4.6 Analise dos Genes Diferencialmente Expressos por qRT-PCR

Para a validacdo por qRT-PCR, foram utilizados alguns tratamentos para discriminar
melhor as diferencas na capacidade de regeneracao in vitro entre MT e MT-Rgl. Dentre estes
tratamentos, também estd aquele utilizado no RNA-seq, podendo-se assim, comparar os
resultados obtidos pelas duas técnicas. Isso permitiu verificar se a diferenca de expressao dos
genes selecionados era devido a maior capacidade de regeneracdo de MT-Rgl/, ou devido
alguma outra variacdo obtida apenas naquele determinado tratamento. Inicialmente foram
feitos iniciadores para os genes selecionados com as sequéncias disponiveis no Sol Genomics
Network  através da  ferramenta  OligoPerfect™  Designer, disponivel em
http://tools.invitrogen.com/content.cfm?pageid=9716. Posteriormente, a eficiéncia dos
iniciadores foi analisada pelo NetPrimer, disponivel em
http://www.premierbiosoft.com/netprimer/. Como genes referéncia foram utilizados 2 genes
de expressdao constitutiva (Tubulina e Ubiquitina), que juntamente com os iniciadores dos

genes validados, encontram-se descritos na Tabela 5.
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Tabela S - Iniciadores desenhados para 5 diferentes genes selecionados na Tabela 4, um gene (GRAS 10)
selecionado na Tabela 3 e 2 genes de expressdo constitutiva utilizados como genes de referéncia, apontados junto
as suas respectivas sequéncias, tamanho de amplicon, valores de eficiéncia e Rz, sendo os dois ultimos obtidos
através de curva de eficiéncia por amplifica¢do quantitativa de transcritos reversos (RT-qPCR).

Gene Sequéncia Tam.a nho do Eficiéncia R* Uso
amplicon (pb)

. AACCTCCATTCAGGAGATGTTT .
Tubulina TCTGCTGTAGCATCCTGGTATT 180 0,9688 0,96535 | Referéncia

GGACGGACGTACTCTAGCTGAT

Ubiquitina AGCTTTCGACCTCAAGGGTA 134 0,85163 0,96536 | Referéncia
GRAS 10 ??(C}ép/?TC g,[[} é} [;[‘ gfggggé?:f 53 0,98754 0,96338 | Mapeamento
veonne | TAGAGGCTTTTGGCAATGGT | %0 098526 | 095553 | SOLID
by | CCCACTTICCACACATICAA |1 | (000 | 979 | souin
emb2410 régiggé};g&ﬁ%iﬁi‘é‘::ggé 88 0,9592 0,96311 SOLID
wound- TCTCCTCTTCTGTCGCTTCC 112 0.99111 0.97421 SOLID

responsive CTCTTCTCCTCGCCTTTTCC

Os diferentes tratamentos tiveram o RNA de suas amostras extraidos. Conferida a
qualidade ap6s o tratamento com DNAse e precipitacdo das amostras para retirar residuos da
resina da TURBO DNA-free™, foi mensurada a quantidade de RNA extraido das amostras e
realizada a sintese de cDNA. Para testar a eficiéncia da sintese, as amostras foram diluidas a
1:10 (v/v) e submetidas a uma reagao de RT-PCR utilizando-se o iniciador do gene tubulina.
Em seguida, utilizando-se o DNA de folhas de MT, dilui¢des seriais a 1:10, 1:100 e 1:1000
(v/v) foram realizadas com o objetivo de estabelecer uma curva de efici€éncia para cada
amplificador especifico dos diversos genes. Os valores de eficiéncia obtidos variaram de 0,85
(ubiquitina) a 0,99 (wound-responsive) e os valores de correlacdo R? foram acima de 0,94
(Tabela 5).

Segundo Vandersompele et al. (2002), para medir a expressdo génica com acuricia,
devem-se usar multiplos genes referéncia. Alguns modelos matematicos foram desenvolvidos
para o cédlculo da expressdo relativa, os quais podem ou nao usar a correcdo da eficiéncia
(KENNETH; THOMAS, 2001; PFAFFL, 2001; SOONG; RUSCHOFF; TABITI, 2000).
Como optou-se previamente pelo uso de dois genes constitutivos (tubulina e ubiquitina) para a
normalizacdo da expressdo dos genes de interesse, o programa REST 2009 foi adotado
(PFAFFL, 2001; PFAFFL; HAGELEIT, 2002; VANDESOMPELE et. al. 2002). Os dados de

expressao génica foram entdo calculados por quantificagdo relativa, a qual necessita além do
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gene referéncia, uma amostra como referéncia, ou seja, como tratamento controle ou
calibrador para a determinacdo da expressdo (PFAFFL, 2001). Para isso, como controle
interno da expressdo foi estabelecido o Ct obtido em MT, sendo todos os dados finais de
expressao obtidos calculados a partir da expressao relativa de Rg/ quando comparado a MT.

Inicialmente foram comparados os dados de expressdao obtidos por qRT-PCR no
tratamento 1 dia em ANA com aqueles obtidos no sequenciamento pelo SOLiD. Apenas dois
genes apresentaram diferencas quando comparadas as duas metodologias. Por causa desta
diferenca, foram retirados da analise os dados referente ao gene Yabby-like, pois o iniciador
pode ndo ser especifico ao gene. Este fato foi comprovado pela diferenca de expressdao
observada quando o iniciador desenhado foi testado no mutante fasciated (dados nado
mostrados). Andlises in silico feitas com o iniciador de GRAS 10 mostraram que ele €
especifico ao gene. Por isso, a diferenca entre os dados de expressdao das duas técnicas foi
relacionada a diferencas na sensibilidade e conservagdo dos transcritos extraidos.

Analisando os tratamentos chaves selecionados para qRT-PCR, pretendia-se encontrar
genes cuja expressdo fosse maior em Rg/ do que em MT em cotilédones 12 dias de idade
recém isolados e incubados por 1 dia em ANA. Isso poderia sugerir que ha a forte ligacdo
destes com o processo de aquisi¢do de competéncia, ja que resultados anteriores mostram que
nesse periodo Rgl é competente para induzir caules em SIM ou raizes em RIM, mas MT ndo
(LOMBRADI, 2008). O gene Wound-responsive mostrou ser mais expresso em Rg/ apods 1
dia em ANA (Figura 14.A) e em cotilédones com 8 dias (Figura 14.B), o que provavelmente
estd relacionado com a fragilidade dos explantes cotiledonares aos 8 dias e as recentes injurias
do processo de obtencdo dos explantes em 1 dia em ANA. O gene Emb2410 defective
mostrou expressao elevada apenas apds 5 dias em BAP (Figura 14.C.), tratamento relacionado
ao processo de inducdo de gemas caulinares, o que leva a crer que este gene pode futuramente
ser utilizado como um marcador deste processo. De acordo com os resultados obtidos para o
gene MADS-box 18, ndo foi possivel estabelecer nenhum tipo de correlagdo com os processos
relacionados ao cultivo in vitro dos explantes, pois este apresentou expressao maior em Rg/
apenas em cotilédones com 10 dias (Figura 14.B).

Por outro lado, o gene GRAS 10 mostrou forte relagdo com o processo de aquisicdo de
competéncia, pois sua expressdao em Rg/ foi significativamente maior do que em MT apenas
no tratamento relacionado a essa fase, ou seja, em ANA (Figura 14.A). Isso corrobora com os
dados obtidos por Lombardi (2008), os quais sugerem uma forte ligacdo da superfamilia
GRAS com Rgl. E novamente o gene Serine/threonine protein phosphatase 7 apresentou

resultados mais significativos para o nosso trabalho, pois sua expressdao em Rg/ é muito maior
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em cotilédones com 12 dias (Figura 14.B.) e no tratamento 1 dia ANA (Figura 14.A.),
apresentando uma forte interagdo deste gene com o processo de aquisicdo de competéncia, ja
que ambos tratamentos coincidem com condi¢des em que Rgl é competente mas, MT nao.
Porém, como as fosfatases estdo envolvidas em diversos processos do desenvolvimento
vegetal, esta grande diferenca de expressdo indica que muitas proteinas precisam ser ativadas
ou reprimidas durante o processo de aquisicdo de competéncia, posicionando este gene de
forma intermediaria na cascata de reacdes necessdrias para as modificagdes celulares que

ocorrem nos explantes utilizados durante o cultivo in vitro.
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Figura 14 — Expressdo relativa de MT-Rg/ para os genes GRAS 10, Serine/threonine protein phosphatase 7,
MADS-box 18, Emb2410 defective e Wound-responsive em 5 diferentes tratamentos. A. Expressao relativa em
cotilédones com 8, 10 e 12 dias. B. Expressdo relativa em explantes de cotilédones de 8 dias que permaneceram
1 dia em meio com ANA (meio RIM). C. Expressdo relativa em explantes de cotilédones de 8 dias que
permaneceram 5 dias em meio com BAP (meio SIM). A-C. A normalizacio da expressdo dos genes de interesse
e os dados de expressao relativa foram feitos através do programa REST 2009.
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4.7 Analise filogenética da familia de fatores de transcricio GRAS

Como a superfamilia GRAS possui diversos membros, sendo muitos deles bem
conhecidos em Arabidopsis, foram feitas analises filogenéticas com o intuito de identificar um
homodlogo para GRAS 10 em Arabidopsis, para desta forma, encontrar funcdes deste gene
relacionadas ao processo de regeneracdo in vitro. Para a construcdo de uma 4rvore
filogenética, as sequéncias de nucleotideos dos genes de tomateiro encontradas no SGN foram
comparadas com as sequéncias disponiveis no banco de dados publico NCBI (National Center
for Biotechnology Information www.ncbi.nlm.nih.gov/). A busca foi feita através da
ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al., 1990), sendo
selecionadas sequéncias de Arabidopsis thaliana e Oryza sativa (Tabela 6). Todas as
sequencias obtidas foram traduzidas com 0 programa Expasy
(http://web.expasy.org/translate/) e as sequéncias de aminodcidos obtidas das 3 espécies, foi
feita a busca pelos dominios conservados relacionados a funcdo de interesse, analisando estas
sequéncias na ferramenta Conserved Domain Search Service (CD-Search -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). Sabendo-se o inicio e o final dos
dominios conservados de cada um dos genes, foi feito o alinhamento destes dominios com a
ferramenta ClustalW do programa MEGA 5.0 (TAMURA et al., 2011) utilizando-se os
parametros padroes (default) (Figura 15). As é4rvores foram construidas utilizando-se o
programa MEGA 5.0, com o modelo de comparacdo Neighbor-joining (SAITOU; NEI, 1987),
método de distancia p e supressao pair-wise. A robustez dos ramos gerados pela arvore foi
medida pelo teste probabilistico bootstrap (SITNIKOVA; RZHETSKY; NEI, 1995),
originado a partir de 1000 repeti¢des (Figura 16).

Com base na andlise filogenética foi possivel identificar o gene GRAS 10 como
homolégo ao gene SCLS ja identificado em Arabidopsis. Embora muitos estudados sejam
feitos sobre esta familia de fatores de transcri¢do, relacionado-a com diversos papéis em
processos fundamentais do desenvolvimento das plantas (revisto por SUN et al., 2012), pouco
se sabe a respeito de GRASI0 de tomateiro e SCLS de Arabidopsis, sendo relatados apenas
dados que mostram que o primeiro ndo estd diretamente envolvido com a resisténcia a
doencas em plantas (MAYROSE et al., 2006) e que o segundo apresenta maior expressao em
tecidos radiculares (PYSH et al., 1999). Porém, sabe-se que a subfamilia HAM tem um
importante papel na manuten¢do do meristema caulinar e na indeterminagao celular, o que
sugere que provavelmente a familia de fatores de transcricdo GRAS pode atuar de forma

positiva na organogénese in vitro. Desse modo, os resultados apresentados no presente estudo
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contribuem para uma melhor caracterizacdo de um dos membros na familia GRAS em

tomateiro, atribuindo um possivel papel na competéncia organogénica, sendo relacionado com

Rgl.

Tabela 6 - Nimero de acesso e banco de dados de origem das seqiiéncias do dominio conservado GRAS de
Solanum lycopersicum, Arabidopsis thaliana e Oryza sativa utilizadas para a arvore filogenética da Superfamilia

GRAS.
. ~ , Banco de ‘.
Designacao Gene Numero de acesso dados Especie
GRAS 10 GRAS 10 Solyc03g025170.1.1 SGN Solanurm
lycopersicum
GRAS 9 GRAS 9 gb|DQ399830.1 NCBI ) Solanurm
lycopersicum
scarecrow-like Arabidopsis
PAT1 transcription NM_203174.2 NCBI tha //a/’[; a
factor PAT1
ScL8 scarecro_w-llke NM_124630.4 NCBI Arab/q’opS/s
protein 8 thaliana
0s02g0681900 0s02g0681900 NM_001054283.1 NCBI Oryza sativa
GAI, procera GAI-like protein Solyc11g011260.1.1 SGN y 50/a/7u_m
lycopersicum
DELLA protein Arabidopsis
RGA1 RGA NM_126218.2 NCBI thaliana
0sGAI 0sGAI NM_001057567.1 NCBI Oryza sativa
lateral lateral Solanum
suppressor (Ls) suppressor Solyc07g066250.1.1 SGN Icopersicum
PP protein (Ls) yeop
scarecrow-like Arabidopsis
SCL18 (LAS) protein 18 (LAS) NM_104434.3 NCBI thaliana
DELLA protein Arabidopsis
RGL2 RGL2 NM_111216.2 NCBI thaliana
GRAS 7 GRAS 7 Solyc07g065270.1 SGN ; solanum
lycopersicum
GRAS 6 GRAS 6 Solyc04g064550 SGN ; Solanurm
lycopersicum
GRAS 4 GRAS 4 Solyc01g100200.2.1 SGN / Solanurm
lycopersicum
GRAS 2 GRAS 2 Solyc07g063940.1. SGN ; Solanurm
lycopersicum
GRAS 16 GRAS 16 Solyc03g123400.1.1 SGN ; Solanurm
lycopersicum
GRAS 1 GRAS 1 Solyc11g012510.1.1. SGN ; Solanurm
lycopersicum
SCLs scarecro_w-llke NM_103942.2 NCBI Arab/q’opS/s
protein 5 thaliana
ScL1 scarecro_w-llke NM._101996.3 NCBI Arab/q’opS/s
protein 1 thaliana
0s01g0881500 0s01g0881500 NM_001051535.1 NCBI Oryza sativa
SCL14 scarecrow-like NM_100627.4 NCBI Arabidopsis
protein 14 thaliana
SCL34 scarecrow-like NM_128463.4 NCBI Arabidopsis
protein 34 thaliana
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scLit scarecrow-like NM_125336.2 NCBI Arabidopsis
protein 11 thaliana

SCL9 scarecro_w-llke NM_129321.2 NCEI Arab/q’opS/s
protein 9 thaliana

0s04g0590400 0s0490590400 NM_001060241.1 NCBI Oryza sativa

0s03g0690600 0s03g0690600 NM_001057487.1 NCBI Oryza sativa

chitin-inducible
CIGR1 gibberellin- AY062209.1 NCBI Oryza sativa
responsive
protein

SCL30 scarecrow-like NM_001084782.1 NCBI Arabidopsis
protein 30 thaliana

SCL29 scarecrow-like NM_112237.1 NCBI Arabidopsis
protein 29 thaliana

SCL13 scarecrow-like NM_117828.7 NCBI Arabidopsis
protein 13 thaliana

scL21 scarecrow-like NM_126521.3 NCBI Arabidopsis
protein 21 thaliana

DELLA protein Arabidopsis
GAI GAI NM_101361.2 NCBI thaliana

SCARECROW SCARECROW gb|U62798.1 NCBI Arabidopsis
thaliana

scL3 scarecro_w-llke NM_103925.5 NCBI Arab/qopS/s
protein 3 thaliana

0s01g0842200 0s01g0842200 NM_001051306.1 NCBI Oryza sativa

0s12g0122000 0s12g0122000 NM_001072559.1 NCBI Oryza sativa
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Figura 15 - Alinhamento dos dominios conservados da Superfamilia GRAS. Cores semelhantes na mesma
coluna mostram similaridade de aminoacidos, mostrando apenas pequenas regides de sequéncias de aminodcidos
conservadas ao comparar diferentes genes entre as espécies de Solanum lycopersicum, Arabidopsis thaliana e
Oryza sativa.
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, conclui-se que:

O alelo Rg/ aumenta a regeneragdo in vitro atuando especificamente na fase de

aquisicdo de competéncia;

Existem 138 genes na regido cromossdmica que o gene RG/ estd inserido, sendo esta

regido delimitada entre o gene CrtR-b e o marcador P5;

Ao compararmos os resultados obtidos através da plataforma SOLiD de MT-Rg/ com
MT, observa-se um maior nimero de genes regulados negativamente do que

positivamente em Rg/ durante incubacdo por 1 dia em ANA;

Embora o segmento de introgressao em MT-Rg/ seja pequeno, 361 genes sdo

diferencialmente expressos entre os dois genotipos;

Dentre os genes analisados por RNAseq e confirmados por qRT-PCR, destacam-se
GRAS 10 e Serine/threonine protein phosphatase 7, os quais demonstram estar

intimamente ligados a fase de aquisi¢ao de competéncia.

Desse modo, tem-se como perspectiva:

Utilizar os dados de RN Aseq gerados pela plataforma SOLiD para encontrar SNPs nos
138 genes candidatos para Rgl. Estes SNPs serdo utilizados para a obten¢do de novos
marcadores CAPS com o intuito de encontrar polimorfismos entre MT, MT-Rg/ e os
30 recombinantes encontrados para, desta forma, reduzir a lista de genes candidatos a

RGI;

Novas andlises por qRT-PCR serdo feitas com o intuito de encontrar novos genes
diferencialmente expressos em MT-Rg/ nos tratamentos ligados a aquisi¢do de
competéncia. Com isso, serd desvendado o envolvimento de novos genes relacionados

a este processo, bem como a influéncia de diversas vias metabdlicas ja conhecidas.
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