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Agrupamento de sequencias nucleotidicas para SERK como marcador estadio-
especifico em espécies de importancia agronémica

Resumo

O reconhecimento e a aplicacdo de marcadores estadios-especificos permite uma melhor percepcdo a aspectos do
processo de desenvolvimento vegetal, assim assentindo que seja uma ferramenta complementar em programas de
melhoramento genético. Realizou-se uma busca pela palavra-chave SERK, que através da mesma, se obteve 37
sequencias nucleotidicas. Para conseguir identificar e analisar as sequencias de gene, foi realizada a analise filogenética
através do programa MEGA 4, com modelo de comparagdo neighbor-joining, método p-distance e supressdo pair-wise.
Analisando-se as relagcBes filogenéticas entre as sequencias analisadas observam-se dois grupos iniciais com
agrupamentos internos, onde o topo da arvore demonstra ocorréncia de SERK1 e SERK2 que aparecem também como
um grupo mais externo.
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Introducgéo

A identificacdo e utilizacdo de marcadores estadios-especificos permite uma melhor compreensdo dos aspectos
basicos dos processos de desenvolvimento vegetal além de propiciar a possibilidade de otimizacdo de sistemas e
protocolos de morfogenéticos in vitro para fins aplicados e biotecnoldgicos. A utilizacdo de marcadores bioquimicos,
como poliaminas (substancias liberadas em estresses), horménios vegetais, proteinas e 6xido nitrico (radical livre), em
conjunto na expressao de genes marcadores, pode representar uma importante estratégia para a otimizagéo e o controle
dos processos morfogenéticos in vitro (FLOH et al., 2007). Adicionalmente, 0 uso desses marcadores pode ser crucial
para estudos basicos em biologia celular, bioquimica e fisiologia vegetal, utilizando sistemas de cultura de tecidos de
plantas. Esta estratégia pode ser importante para a viabilizacdo da cultura de tecidos na propagacdo de genétipos
superiores e na conservacdo de germoplasma, assim como sua utilizacdo como ferramenta complementar em programas
de melhoramento genético, que utilizam técnicas biotecnoldgicas, como a transformagdo genética, para aumentar o
ganho genético. Agregados celulares de espécies agronomicamente cultivadas, com competéncia a embriogénese, foram
associados a expressao do gene Somatic Embriogenic Receptor-Like Kinase (SERK) e com perfis especificos de
poliaminas (PAs) e aminoacidos associados a sintese de PAs (SANTA-CATARINA et al., 2004). Ficou evidenciado
que, para este sistema, é possivel utilizar a expressdo do gene SERK como um marcador para o reconhecimento das
células competentes.

Material e métodos

Identificac@o de sequencias para o gene SERK

As sequencias identificadas como SERK foram obtivas a partir do banco de dados publicos NCBI (National Center
for Biotechnology Information) no periodo entre maio e novembro de 2016. Por meio desta interface foi possivel
procurar por sequencias, montar clusters e analisar os provaveis genes candidatos para SERK (LACERDA et al., 2008).
Inicialmente, realizou-se uma busca por palavras-chave, no caso SERK, tendo em vista que todos as sequencias tenham
sido previamente anotados automaticamente por comparagdo com o proprio banco de dados. Dessa forma, as sequencias
encontrados foram entdo agrupadas em clusters e em seguida foram submetidas & anotacdo manual. Todas as sequencias
identificados como SERK apds a anotagdo, foram utilizadas para uma nova busca afim de obter uma otimizacdo da
saturacdo do banco de dados, utilizando-se a ferramenta BLASTn, visando encontrar novas sequéncias de genes para
SERK, bem como corrigir clusters incompletos. Esse processo, também chamado de saturacéo, foi repetido até que ndo
se encontrem mais nenhuma nova sequéncia significante.

Anélise filogenética

O alinhamento entre as sequencias obtidas a partir do banco de dado para o gene SERK foi executada pelo
programa ClustalW (THOMPSON et al., 1994) com os pardmetros padrfes (default) e utilizando-se as sequencias
nucleotidicas. A arvore filogenética foi construida através do programa MEGA 4 (TAMURA et al., 2007), com o
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modelo de comparagdo Neighbor-joining (SAITOU; NEI, 1987), método de p-distance e supressdo pair-wise. A
validade da arvore quanto a distancia filogenética dos clusters foi aferida pelo teste probabilistico de bootstraps
(SITNIKOVA et al., 1995).

Resultados e discussao

Ao final do processo obteve-se 37 sequencias nucleotidicas relacionadas a SERK1, 2 e 3 em espécies
agronomicamente importantes como: algodao (Gossypium hirsutum), videira (Vitis vinifera), abacaxi (Ananas comosus),
arroz (Oryza sativa), café (Coffea canephora), alface (Lactuca sativa), trigo (Triticum aestivum), milho (Zea mays),
soja (Glycine max), cacau (Theobroma cacao), cenoura (Daucus carota) e batata-inglesa (Solanum tuberosum).
Analisando-se as relagBes filogenéticas entre as sequencias citadas (Figura 1), observam-se dois grupos iniciais com
agrupamentos internos, onde o topo da &rvore demonstra ocorréncia de SERK1 e SERK2 aparecendo em um grupo mais
externo. De acordo com Albrecht et al. (2005) os genes SERK1 e SERK2 mostram um padréo de expressdo complexa ao
longo do desenvolvimento vegetal. Ambos sdo expressos no tapete da antera e sdo mediados por precursores. Mutantes
knockout Unicos de SERK1 e SERK2 ndo mostram fendtipos 6bvios, porém mutantes duplos ddo origem a machos
estéreis devido a uma falha na especificacdo do tapete. A fertilidade pode ser restaurada por uma Unica copia de
qualquer um destes genes. As proteinas SERK1 e SERK2 podem formar homodimeros ou heterodimeros in vivo,
sugerindo que eles sdo intercambiaveis no complexo de sinalizacdo SERK1/SERK2. A proposta destes genes como
marcadores estadio-especificos para embriogénese somética tem sido concebida para espécies agrondmicas como café
(LACERDA et al., 2008) e colza (AHMADI et al., 2016). O gene SERK3 aparece cinco vezes na analise filogenética
em agrupamentos com o SERK1 E KINASEL, isso pode ser explicado devido ao gene SERK3 ter uma identidade
genética parecida com o BRI1-Associated Receptor Kinasel (BAK1) gene (ALBRECHT et al., 2005).

Consideracdes finais

Algumas espécies agrondmicas ja possuem sequencias para SERK de forma bem descrita, porém trabalhos com
espécies nativas ou frutiferas regionais brasileiras sdo ainda incipientes. Logo, estudos que envolvem marcadores
estadio-especifico otimizariam a propagacao clonal e uniforme de plantas frutiferas do cerrado, embasando sua futura
utilizagdo para fins agronémicos.
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Figura 1. Arvore consenso gerada na analise bootstrap, método de Agrupamento de vizinhos (NJ) demonstrando relacdes
filogenéticas para sequencias SERK1, 2 e 3 entre as espécies agrondmicas: algoddo (Gh - Gossypium hirsutum), videira (Vv - Vitis
vinifera), abacaxi (Ac - Ananas comosus), arroz (Os - Oryza sativa), café (Cc - Coffea canephora), alface (Ls - Lactuca sativa), trigo
(Ta - Triticum aestivum), milho (Zm - Zea mays), soja (Gm - Glycine max), cacau (Tc - Theobroma cacao), cenoura (Dc - Daucus
carota) e batata-inglesa (St - Solanum tuberosum). A denominacdo KINASE refere-se a genes LIKE. ¢ = ndo foram encontradas
informacdes sobre as sequéncias Vv.



