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RESUMO

GONZALEZ, Hugo Carlos Bolzon. Genbmica estrutural e comparativa dos genes
CYP707A de Fragaria x ananassa e ensaios para constru¢cao de vetores virais para
silenciamento génico. 2020. 101f. Dissertacdo (Mestre em Ciénica e Tecnologia de
Alimentos) — Programa de Pdés-Graduagdo em Ciénica e Tecnologia de Alimentos,
Faculdade de Agronomia “Eliseu Maciel”, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2020.

O &cido abscisico (ABA) é um hormonio vegetal que cumpre diversos papeis no
desenvolvimento das plantas. Esta associado a resposta dos organismos aos estresses
biéticos e abidticos, além de influenciar processos fisioldgicos como o amadurecimento
de frutos, em especial naqueles classificados com nédo cliamtéricos. Das vias metabdlicas
associadas ao ABA, a sintese de novo e a inativacdo reversivel sdo as mais bem
descritas na literatura, enquanto a degradacéo promovida pelas enzimas Acido Abscisico
8'-Hidroxilase, codificadas pelos genes da familia génica CYP707A, ainda € pouco
elucidada. Diversos estudos apontam uma variedade de fungfes e respostas associadas
aos diferentes genes CYP707A e da possibilidade da utilizacdo dos mesmos como alvos
biotecnologicos na obtencdo de culturas engenheiradas que propciem melhora na
resposta fisioldégica da planta ou ainda no direcionamento de processos metabdlicos. O
Morango tem sido utilizado como modelo de estudo do processo de maturagao dos frutos
ndo climatéricos e da resposta ao estresse abidtico, porém os genes CYP707A da
espécie ndo estdo totalmente descritos e carecem de caracterizacdo. Nessa perspectiva,
sequéncias CYP707A identificadas em transcriptoma de frutos de morango foram
utilizadas neste trabalho visando a melhor caracterizagéo in silico das sequéncias,
através de andlises de gendmica estrutural e comparativa, auxiliando a construir uma
plataforma de silenciamento génico induzido por virus a ser utilizado no estudo do efeito
dos genes CYP707A no desenvolvimento do morango. Foram observados os
alinhamentos entre as sequéncias e a presenca de homélogos em banco de dados
Genbmico disponibilizado para a espécie, com a caracterizacdo de grupamentos
funcionais, peptideos sinais e filogenia das mesmas, corroborando com a validacéo da
existéncia das copias, e de suas diferenciagdes evolutivas, fortalecendo o entendimento
dos papéis tecido-especificos das diferentes cépias génicas nos processos fisioldgicos
da planta. Ainda foi obtido o interatoma das sequéncias com maior homologia em banco
de dados de Fragaria vesca, ampliando a confiabilidade da real existéncia das
sequéncias e de seu papel no metabolismo do ABA e dos processos relacionados a
maturacao e a resisténcia aos estressores ambientais.

Palavras-chave: morango; fitohormdnios; 8'—-hidroxilase; maturacao.



ABSTRACT

GONZALEZ, Hugo Carlos Bolzon. Structural and comparative genomics of Fragaria
x ananassa CYP707A genes and assays for the construction of viral vectors for
gene silencing. 2020. 101f. Dissertation (Master Degree in Food Science and
Technology) — Graduate Program in Food Science and Technology, School of Agronomy
“Eliseu Maciel”, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2020.

Abscisic acid (ABA) is a plant hormone that plays several roles in plant
development. It is associated with the response of organisms to biotic and abiotic
stresses, besides influencing physiological processes such as fruit ripening, especially in
those classified as non-climateric. On the metabolic pathways associated with ABA, de
novo synthesis and reversible inactivation are the best described in the literature, while
the degradation promoted by the enzymes Abscisic Acid 8'-Hydroxylase, encoded by the
genes of the CYP707A gene family, is still poorly elucidated. Several studies suggest a
variety of functions and responses associated with different CYP707A genes and the
possibility of using them as biotechnological targets in obtaining engineered cultures that
provide an improvement in the physiological response of the plant or in directing metabolic
processes. Strawberry has been used as a model to study the maturation process of non-
climacteric fruits, as well in the response to abiotic stress, however, the species’' CYP707A
genes are not fully described and need to be characterized. In this perspective, CYP707A
sequences identified in strawberry fruit transcriptome were used in this work aiming to
build a better in silico characterization of the sequences, through structural and
comparative genomics analyzes, helping to build a virus-induced gene silencing platform
to be used in the study of the effect of CYP707A genes on strawberry development. The
alignments between the sequences and the presence of homologues were observed in a
Genomic database available for the species, with the characterization of functional
groups, signal peptides and their phylogeny, corroborating with the validation of the
existence of the copies, and their evolutionary differentiations, strengthening the
understanding of the tissue-specific roles of different gene copies in the plant's
physiological processes. The interatoma of the sequences with greater homology was
also obtained in the database of Fragaria vesca, increasing the reliability of the real
existence of the sequences and their role in ABA metabolism and processes related to
maturation and resistance to environmental stressors.

Keywords: Strawberry; phytohormone; 8’-hydroxilase; ripening.
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1 INTRODUCAO

O morango (Fragaria x ananassa Duch.) é um pseudofruto de importancia
econbmica por empregar ampla mao de obra em seu cultivo, processamento e
comercializag@o. Sua elevada procura esta relacionada a suas caracteristicas sensoriais
como cor, aroma e sabor, além disso, € rico em compostos bioativos, com destaque para
0s compostos fendlicos e as antocianinas (GIAMPIERI et al., 2012).

Os aspectos sensoriais e biofuncionais do morango s&o influenciados pelo
processo de maturacdo, para qual o morango é classificado como ndo climatérico.
Embora este processo nao esteja completamente caracterizado, estudos evidenciam que
o fitormdnio acido abscisico (ABA) apresenta importante papel na sua regulacao, inducéo
da via metabdlica de fenilpropanoides e no acimulo de compostos antioxidantes (CHEN
et al., 2016), apresentando variagdo em sua concentracdo especialmente durante a
maturagdo de frutos (AYUB et al., 2016; LI et al., 2011). Demonstrou-se ainda que a
aplicacado exogena de ABA induz a producdo de pigmentos associados a maturacao,
sendo uma possivel estratégia de biofortificacdo da cultura (JIA et al., 2011).

Das rotas metabolicas do ABA, a sintese de novo promovida pelas enzimas NCED
(9-cisepoxycarotenoid dioxigenase) € amplamente descrita, bem como a inativacdo
reversivel por glicosilagdo promovidas pelas enzimas BGs/GTs (B-glucosidases / UDP-
glucosiltransferases). No entanto a rota de inativacdo irreversivel promovida pelas
enzimas CYP707A (Acido Abscisico 8 — Hidroxilase 4) ainda é pouco elucidada.
(HARTUNG et al., 2002; JIANG AND HARTUNG, 2007; SEO AND KOSHIBA, 2011).

Estudos sugerem que os diferentes genes CYP707A apresentam funcdes
especificas no metabolismo vegetal, nos diferentes estadios de desenvolvimento,
respondendo de modo diferente aos estimulos ambientais (KUSHIRO et al., 2004). Saito
et al (2004) demonstrou que a regulacédo de CYP707A afeta o balango dinamico de ABA,
bem como a perda de funcdo de uma de suas coOpias € capaz de afetar o nivel de ABA
em mudas. Ainda, é sabido que algumas copias dos genes CYP707A sao reguladas
positivamente em caso de estresse e tratamento de ABA (ZHU et al., 2011; REN et al.,
2010).

14



Em morango, quatro provaveis sequéncias CYP707A foram identificadas, porém
trés delas carecem de validacdo. A correta caracterizacao e validagcado das sequéncias
pode permitir a utilizacdo das mesmas como alvos biotecnolégicos no desenvolvimento
de culturas ou na intervencdo em processos fisiolégicos, uma vez que estudos prévios
demonstraram comportamento diferente das sequéncias sob condi¢cdes de estresse e
aplicacao de ABA (GONZALEZ, 2018).

A bioinforméatica é o ramo da biotecnologia dedicado a analise de dados oriundos
de fontes biologicas, como sequéncias génicas e proteicas, bem como suas estruturas e
interag6es metabdlicas. Atualmente as ferramentas de bioinformatica permitem formular
analises e predicdes in silico, por via computacional, que posteriormente possam ser
testadas em bancada.

Uma correta caracterizacdo das provaveis sequéncias CYP707A identificadas em
Fragaria ananassa € possivel com o auxilio da bioinformatica, bem como a contrucéo de
uma plataforma para realizagéo do silenciamento desses genes CYP707A. Tais técnicas
associadas podem possibilitar uma maior confiabilidade da identidade das sequéncias,
bem como permitir analisar o comportamento do organismo durante a maturacdo e
desenvolvimento de frutos, possibilitando o futuro desenvolvimento de tecnologias que
atendam a crescente demanda por alimentos biofortificados ao mesmo tempo que podem
permitir um maior controle do processo de amadurecimento, impactando no processo de

colheita e pds-colheita, evitando o desperdicio de alimentos e perdas da cultura.

15



2 OBJETIVOS

Realizar andlises in silico de gendmica estrutural e comparativa visando

caracterizar os genes CYP707A de Fragaria ananassa.

Objetivos Especificos

Realizar busca por dominios, peptideo sinal e porcBes consitituintes das
sequéncias CYP707A;

Realizar analises filogenética comparativa entre as sequéncias identificadas com
as de outras espécies da familia das Rosaceaes;

Realizar analise de interatoma das proteinas CYP707A,

Desenhar primers e montar por bioinformética (in silico) o vetor viral TRV com os
insertos especificos para cada CYP707; e

Realizar os experimentos iniciais para permitir a montagem o vetor TRV com cada

inserto CYP707A especifico in vitro.

16



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 O morango

O morango (Fragaria x ananassa Duch.) é um pseudo fruto nativo das regides de
clima temperado e cultivado globalmente com producéao total estimada em 9,125,913 de
toneladas no ano de 2018. Atualmente a China € a maior produtora mundial detendo
cerca de um terco da producédo, seguida dos Estados Unidos da América, detentor de um
sexto. Combinadas as duas nac¢fes detém 57% da producdo mundial enquanto o Brasil
ocupa a posicéo 57 do ranking (FAO, 2017).

Sua importancia econémica esté na crescente demanda e na extensa mao de obra
empregada em seu cultivo, processamento e comercializagdo. O constante
desenvolvimento de cultivares adaptadas as diferentes regides de cultivo, bem como a
melhora das caracteristicas sensoriais e nutricionais da cultura, contribuem com o
aumento da procura (JI et al., 2012; SYMONS et al.,, 2012). No Brasil a producéo é
superior a 70 mil toneladas, com destaques aos estados de Minas Gerais, Parana, Sao
Paulo e Rio Grande do Sul (IBGE - www.ibge.gov.br).

A espécie pertence a familia das Rosaceaes, do género Fragaria, e atualmente
existem mais de 600 cultivares comerciais que diferem na sua composicao bioquimica,
fenotipica e caracteristicas sensoriais, sendo ainda influenciadas ndo apenas pelo
gendtipo, mas pelo processo de cultivo e manuseio pds-colheita (ANTUNES et al., 2010;
PADULA et al., 2013; ERKAN et al., 2008).

Além de apreciada pelas suas caracteristicas sensoriais como a coloracdo vermelho
brilhante intensa, odor tipico, textura macia, sabor levemente acidificado, e aroma
composto por mais de 350 compostos volateis que atribui grande complexidade e
particularidade ao fruto (SCHAART et al., 2013; VANDENDRIESSCHE et al., 2012), o
morango € reconhecido pelas suas propriedades bioquimicas, por ser uma fruta rica em
compostos bioativos/antioxidantes, como o0s compostos fendlicos flavonoides
(quercetina, kaempferol e miricetina); acidos hidroxibenzoéicos (acido galico e elagico;
acido hidroxicinamico (p-cumarico); taninos hidrolisaveis (elagitaninos), catequina,
epicatequina; vitamina C, vitaminas do complexo B e antocianinas (pelargonidina 3-
glicosideo), sendo este o pigmento mais comum desta cultura (ROCHA, 2010;
GIAMPIERI et al., 2012; PINELI et al., 2011; ERKAN et al., 2008).
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O potencial fitoquimico atribui ao consumo do morango propriedades promotoras
de saude, fazendo com que a fruta seja reconhecida como alimento funcional. Tais
compostos sdo conhecidos por exercer acao antioxidante, antioncogénica,
neuroprotetora, antimicrobiana, dentre outros (AFRIN et al., 2016), além de estarem
diretamente associados a capacidade da fruta de resistir a estresses bidticos e abidticos
no pés- colheita, aumentando sua vida e qualidade (JIANG et al., 2001).

Via de regra, é possivel classificar o amadurecimento de frutos em ‘climatéricos’ e
‘ndo-climatéricos’, de acordo com o comportamento respiratério e a producao de etileno
(KIDD AND WEST, 1927, 1930; BAILE, 1964). Climatéricos sao aqueles cujos processos
de amadurecimento sdo acompanhados por um expressivo aumento na producédo de
etileno associado ao aumento das taxas de respiracdo (GIOVANNONI, 2001; CHERIAN
et al., 2014). Por outro lado, os frutos nao climatéricos ndo apresentam tal aumento da
taxa respiratéria, sendo considerados como ndo responsivos ao etileno no processo de
maturacdo (JIA et al., 2011). Para estes, estudos demonstram que o fitorménio &cido
abscisico (ABA) cumpre importante papel na regulagcdo do amadurecimento, inducédo da
via metabolica de fenilpropanoides e no acumulo de compostos antioxidantes (CHEN et
al., 2016), apresentando acumulo em sua concentracdo especialmente durante o
decorrer da maturacdo de frutos, tanto em climatéricos quanto em nao-climatéricos
(AYUB et al., 2016; LI et al., 2011). Demonstrou-se ainda que a aplicacdo exodgena de
ABA induz a producao de pigmentos associados a maturacao (JIA et al., 2011).

Frutos climatéricos amadurecem mesmo desprendidos da planta mae, permitindo
gue sejam colhidos antes de totalmente maduros para que completem sua transformacao
metabdlica entre o transporte e a comercializacdo. Como parte do processo metabdlico
do amadurecimento envolve a dissolvicdo da parede celular, a conversédo final de
acucares, o amolecimento da estrutura da fruta e, como consequéncia, a transformacdes
em organismo altamente pereciveis, a colheita antes de totalmente maduros permite que
0os danos provenientes do transporte, armazenamento e comercializagdo dos mesmos
seja reduzido, diminuindo desperdicios e perdas financeiras. Embora o cultivo de
morango apresente elevada rentabilidade, a baixa resisténcia mecanica dos frutos ao
serem colhidos totalmente maduros, se apresenta como limitante do processo produtivo,

ocasionando elevadas perdas e afetando o rendimento da cultura.
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3.2 Acido Abscisico — ABA

Fitormdnios, ou horménios vegetais, sdo moléculas capazes de modular os
processos celulares e afetar o crescimento e desenvolvimento do organismo, interagindo
com proteinas receptoras e desencadeando cascatas de sinalizacdo, ativando respostas
mesmo em concentracdes extremamente baixas. (TAIZ et al., 2017).

O &cido abscisico (ABA) é um fitorm6nio de estrutura composta por 15 carbonos
descrito na década de 1960 como participante da regulacdo de abertura e fechamento
de estdbmatos, bem como do murchamento em plantas (TAIZ et al., 2017). Com o passar
do tempo atribuiu-se ao ABA influéncia sobre crescimento e desenvolvimento vegetal,
relacionando-o com o processo de abscisao foliar, de onde seu nome deriva. Atualmente
o papel do ABA é associado a maturacdo embriondria, dorméncia de sementes,
desenvolvimento radicular, bem como divisdo e alongamento celular, germinacéo,
inducéo floral e como hormonio do estresse, uma vez que estes tendem a induzir sua
sintese (ISMAIL et al., 2014; GOLLDACK et al., 2014; SAH, 2016). O hormdnio tem sido
proposto como importante via de regulacédo do amadurecimento de frutos, especialmente

nao-climatéricos (LI et al., 2011)

3.2.1 Rotas metabdlicas

O é&cido abscisico apresenta trés principais vias metabdlicas: a sintese de novo, a
via de glicosilacao e a de inativagcdo. A da sintese de novo, que é amplamente descrita e
compreendida em plantas superiores, ja existindo diversos mutantes identificados pela
rota, permitindo o estudo e compreensao de suas interacdes, € promovida pelas enzimas
NCED (9-cis-epoxycarotenoide dioxigenase), a enzima chave da biossintese de ABA
(WHEELER et al., 2009). A via de inativacdo reversivel por glicosilacdo, também bem
descrita, é promovida pelas enzimas GTs (UDP-glicosiltransferases), resultando em ABA-
Glicosil Ester (ABA-GE) ou ABA-Glicosil Eter (ABA-GS), que podem ser convertidos
novamente a ABA pela acéo de B-glicosidases (BG) (NAMBARA & MARION-POLL, 2005;
VIGHI et al., 2019). No entanto a terceira rota, de inativacao irreversivel promovida pelas
enzimas CYP707A (Acido Abscisico 8’ — Hidroxilase 4) ainda é pouco elucidada. Nesta
rota metabdlica, o ABA é convertido em acido faseico (PA) e posteriormente a acido
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dehidrofaseico (DPA) (HARTUNG et al., 2002; JIANG AND HARTUNG, 2007; SEO AND

KOSHIBA, 2011; BURLA et al., 2013).
Uma representacao da integracdo das vias metabodlicas pode ser obsevado na

Figura 1.

A | Sintese de novo
Zeaxantina
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Violaxantina
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genes de resposta ABA genes de resposta ABA
Transdugao de Sinal

Figura 1. Esquema das rotas metabdlicas de sintese de novo (A), inativagdo por glicosilagao (C) e
inativacao irreversivel do acido abscisico (B), além da cascata de sinalizacdo (D). E possivel observar a
via de sintese pela enzima NCED, a glicosilagao/inativacéo reversivel pelo conjunto GT/BG, além da via
catabdlica promovida pela agcao da CYP707A.

Fonte: Leng, P (2014), adaptado e traduzido.
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3.2.2 Sintese de novo

Em Arabidopsis, a biossintese do ABA se inicia dentro do plastideo vegetal pela
conversdo do carotendide zeaxantina em trans-violaxantina através da enzima
zeaxantina epoxidase (ZEP/AtABA1). Em seguida, o acido 9-cis-violaxantina e/ou 9-cis-
neoxantina sofre clivagem oxidativa catalisada pela enzima 9-cis-epoxycarotenoide
dioxigenase (NCED), resultando no carotenoide xantoxina, que € exportado ao citosol,
onde € convertido em aldeido abscisico pela enzima ADR/AtABA2, sofrendo entédo
oxidacdo a ABA pela acédo da enzima aldeido-oxidase (AAO/AO) (SEILER et al., 2011).

Wheeler et al. (2009) demonstrou que em uva as enzimas NCED cumprem papel
chave na via de novo do &cido abscisico e, posteriormente, experimentos de
superexpressdao demonstraram que NCED sao limitadores da taxa de biossintese do
ABA, bem como o acumulo do hormdnio esta diretamente ligado ao aumento das taxas
de expressdo dos genes NCED em tomate e Arabidopsis thaliana (THOMPSON et al.,
2000; IUCHI et al., 2001; TUNG et al., 2008; JONES, 2015).

Genes NCED se apresentam como familia génica em diversas espécies,
sugerindo que as diferentes coépias tenham papéis particulares durante o
desenvolvimento vegetal, podendo ainda apresentar funcdes tecido-especificas. Desde
que primeiramente isolado em mutantes de milho (TAN et al., 1997), a enzima tem sido
clonada e caracterizada em varias espeécies climatéricas como maca (LARA AND
VENDRELL, 2000), péssego (ALVARO et al., 2013), tomate (BURBIDGE et al., 1999) e
meldo (SUN et al., 2013), além de ndo climatéricas como laranja (RODRIGO et al., 2006)
e uva (WHEELER et al., 2009).

Ao menos quarto sequéncias NCED foram descritas e clonadas de tomate
(Solanum lycopersicum), e os estudos indicam que a regulacdo do ABA a nivel
transcricional na espécie, bem como na resposta a desidratacdo, é regulada
principalmente por SINCED1 (ZHANG et al., 2009a). A superexpressdo de SINCED1
promoveu o acumulo do hormonio, a tolerancia a seca e reduziu a taxa respiratoria
(THOMPSON et al., 2000), enquanto plantas mutantes deficientes em ABA apresentaram
decréscimo no peso médio dos frutos e ndo apresentaram desenvolvimento e maturagédo
normais. Ainda, o silenciamento de SINCED1 via RNAi (RNA de interferéncia —
silenciamento génico) resultou na reducéo da concentracdo endogena de ABA, e inibicéo
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da degradacdo da parece celular, indicando papel indispensavel do horménio no
desenvolvimento e maturacéo do fruto (SUN et al., 2012a, b).

Cultivares transgénicas superexpressando genes NCED resultaram em plantas
com maior resisténcia ao estresse e tolerancia a seca, ao frio e a salinidade em diversas
espécies como o agrostis, o tabaco, as petunias e o tomate, apresentando melhora na
resposta aos estresses abioticos (SAH et al, 2016).

O ABA tem sido apontado ainda como promotor do metabolismo de acucares e
acumulo dos mesmos nas frutas, sendo associado a regulacdo do amadurecimento de
frutos ndo-climatéricos. O envolvimento das enzimas NCED no amadurecimento de
diversos frutos ja foi apontado, incluindo abacate, laranja, uva, péssego, tomate e
morango. (CHERNYS AND ZEEVAART, 2007; RODRIGO et al., 2006; ZHANG et al.,
2009%; ZHANG et al., 2009b). O morangueiro tem sido vastamente utilizado como modelo
para o estudo da maturacdo de frutos ndo-climatéricos, tendo o ABA como principal
indutor (KANO AND ASAHIRA, 1981; MANNING, 1994; PERKINS-VEAZIE, 1995; JIANG
AND JOYCE, 2003).

Estudos recentes mostram que o ABA pode apresentar papel significativo no
amadurecimento de frutos de morango, uma vez que sua aplicacdo exdgena acelera
significativamente esse processo e o silenciamento de FaNCED1, ocasionou retardo no
amadurecimento associado a diminuigdo no contetdo do hormdnio (CHEN et al., 2011,
JIA et al., 2011). Ainda, a aplicacdo exdgena de ABA em frutos ligados a planta mée
acelerou o processo de amadurecimento e a aquisicdo de coloracdo, pelo aumento da
concentracdo de antocianinas, enquanto a aplicacdo de um inibidor da biossintese do
horménio resultou em frutos brancos. Embora a sinalizagdo promovida por ABA nao
esteja totalmente elucidada, dois receptores (FaCHLH/ABAR e FaPYR1) foram
demonstrados funcionais e responsivos ao ABA, afetando o desenvolvimento de frutos
guando silenciados (JIA et al., 2011; CHAI et al., 2011).

Jia et al. (2011) observou que o silenciamento do gene FaNCED1 em morango
afetava negativamente o acumulo de ABA, enquanto que diversos estudos e outras
culturas ndo apresentam correlacéo entre a expressao dos genes NCED e o niveis de
ABA, sugerindo que a dinamica do acumulo deste hormoénio pode ter uma regulagéo que

inclua processos de homeostase entre a sintese e o catabolismo, de maneira mais
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complexa, restando ainda outros genes FaNCED a serem caracterizados. Sugere-se que
a concentracdo de ABA seja resultado de um balan¢co dindmico entre sintese,
catabolismo e reativacdo, onde a expressao espaco-temporal dos genes ligados ao
horménio responde aos niveis transcricionais de concentracdo do mesmo (LENG et al,
2014).

3.2.3 Glicosilacédo

O acido abscisico pode ser inativado de forma reversivel (glicosilacdo) ou
irreversivel (degradacdo). Na inativacdo por glicosilagdo, ocorre a hidroxilagdo seguida
da conjugacéo do ABA em ABA-Glicosil Ester (ABA-GE) ou ABA-Glicosil Eter (ABA-GS),
uma reacdao catalisada por UDP-glucosiltransferases citosélicas (GTs). O ABA conjugado
em ABA-GS pode ser reativado pela agao de enizmas B-glucosidases (BGs), através de
transporte intracelular e intertesticial (entre tecidos), afetando a homeostase do ABA em
diferentes lugares na planta (HARTUNG et al., 2002; JIANG AND HARTUNG, 2008; SEO
AND KOSHIBA, 2011; BURLA et al., 2013).

Estudos demonstraram que em resposta a desidratacdo celular, o ABA-GE pode
ser acumulado em organelas como os vacuolos e no apoplasto, para posteriormente ser
translocado ao reticulo endoplasmatico (JONES, 2015). Duas enzimas [B-glicosidases
(BG1 e BG2) foram identificadas em Arabidopsis atuando em resposta a desidratacéao
(LEE et al., 2006; XU et al., 2012).

Em tomate, uma caracteristica sensorial que atribui sabor defumado ao fruto foi
associada aos genes GT e, o gene NSGTL1 (eng: non-smoky glysosyltransferasel/pt:br:
glicosiltransferasel ndo-defumada) foi identificada na espécie (TIKUNOV et al., 2013).
Em morango, os padrdes de expressao de FaBG3 sao diretamente relacionados com os
de acumulo de ABA durante o amadurecimento e estudos com silenciamento génico por
RNAiI demonstraram que o0 gene FaBG3 nado esta apenas relacionado ao
amadurecimento das frutas, mas que também esta relacionado a resisténcia a doencas
(Ll etal., 2013).

BGs e GTs sdo membros de grandes familias génicas e seus papeis na regulacao
dos niveis de ABA durante o amadurecimento dos frutos continuam n&o elucidados.

Futuros estudos sdo necessarios para melhor elucidar e caracterizar as sequéncias, suas

23



enzimas e substratos especificos, com seus papeis durante o desenvolvimento das

plantas.

3.2.4 Degradacéao oxidativa

A degradacao oxidativa € a via catabdlica irreversivel do &cido abscisico, e ocorre
atraves da reacédo de hidroxilacdo. Nesta via o ABA é degradado a acido faseico (PA), e
entdo convertido a acido dehidrofaseico (DPA), principal metabdlito derivado do ABA.
(SETHA et al., 2005).

Enzimas CYP707A (Acido Abscisico 8 — Hidroxilase 4), sdo as principais
responsaveis pelo catabolismo do acido abscisico. Elas sdo monooxigenases da familia
P450 (NAMBARA et al 2010; FINKELSTEIN 2013) e mediam a hidroxilacdo da molécula
de ABA preferencialmente na posicdo C-8 da molécula, como demonstrado em
Arabidopsis (KUSHIRO et al., 2004; SAITO et al., 2004).

Sao sintetizados a partir dos genes CYP707A, que pertencem a familia CYP, com
dominio p450 caracteristico. Tal familia génica apresenta multiplas cépias dos genes
CYP707A em diversas espécies, podendo apresentar acdo tecido-especifica e/ou
modular um tipo particular de resposta.

Ja foi demonstrado que a regulacdo de CYP707A afeta o balanco dindmico de
ABA (SAITO et al.,, 2004). O aumento ou perda de funcdo do gene CYP707A2 em
Arabidopsis afeta o nivel de ABA em mudas, afetando sua sensibilidade a glicose
exdgena. Ainda, os genes PacCYP707A1 e PacCYP707A3 em cereja sdo regulados
positivamente em condicfes de estresse hidrico e tratamendo de ABA (ZHU et al., 2011;
REN et al., 2010), enquanto o silenciamento de PacCYP707A2 resulta na indugéo do
amadurecimento, com aumento da producéo de antocianinas e nos niveis de ABA (LI et
al., 2015).

Em Arabidopsis, assim como em outras espécies, os diferentes genes CYP707A
apresentam papeis diferentes no metabolismo vegetal, com possivel fungdo em tecido-
especifica e em diferentes estadios de desenvolvimento, respondendo de modo particular
aos estimulos ambientais (KUSHIRO et al., 2004; SAITO el al., 2004). As quatro enzimas
AtCYP707A tem sua transcricao estimulada em condi¢des de estresse hidrico, sofrendo

regulacéo negativa quando aplicado ABA exogenamente (JONES, 2015).
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Em trigo canadense foram identificadas trés sequéncias homélogas de CYP707A
denominadas TaCYP707A1-A3, onde a comparacdo gendmica indicou a presenca de
variacdes alélicas. As analises de expressao génica demonstraram que TaCYP707A1 é
predominante durante a maturacdo das sementes, e a contribuicdo de transcritos totais
da sequéncia apresentam variacdo entre tecidos e gendtipos das diferentes cultivares e
guando a sequéncia é expressa heterologamente em Arabidopsis thaliana, apresenta
interferéncia na dorméncia de sementes e concentracdo do hormdnio na mesma. Embora
TaCYP707A2 apresente expressao em sementes, as taxas de expressao indicam papel
central da TaCYP70AL1 nesse processo (CHITNIS, 2014).

Seis copias CYP707A foram identificadas em amora (Morus notabilis) sendo
denominadas MnCYP707A1-A6. As sequéncias MaCYP707A1, MaCYP707A3,
MaCYP707A5, e MaCYP707A6 apresentaram expressOes elevadas nos primeiros
estadios de desenvolvimento do fruto, declinando a niveis baixos nos estadios finais.
Quando da aplicacdo de estresse salino, MNnCYP707Al teve rapido declinio na
expressdo, apos 24 horas do tratamento, porém todas as sequéncias apresentaram
resposta aos tratamentos de estresse, indicando papeis sobrepostos na regulacédo de
ABA e na resposta aos fatores ambientais. Foi observado ainda variagdo nas taxas de
expressao de cada cépia durante o crescimento e desenvolvimento dos frutos (CAl et al,
2016).

O genoma de Glycine max (soja) possui dez genes CYP707A e os estudos de
estrutura génica demonstraram uma alta conservacdo das sequéncias em relacdo a
outras monocotileddneas e eudicotiledbneas. As expressdes de GmCYP707Ala-Alb-
A2a-A2b-A2c-A3a-A5 foram induzidas em embrides de sementes inibidas, bem como de
GmCYP707Ala-Alb-A2a-A2b no cotilédone. Experimentos de desidratacdo e estresse
hidrico demonstraram aumento na expressdo de GmCYP707Ala-Alb-A2a-A2b-A2c-
A3a-A3b-Ada-Adb-A5 em raizes e folhas, enquanto que a reidratacdo estimulou a
transcricdo de GmCYP707A2a-A2b-A3b-Ad4a-A5 em raizes, enquanto apenas de
GmCYP707A3b-A5 em folhas (ZHENG, 2012).
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3.3 CYP707A em morango

Em morango selvagem (Fragaria vesca) as 4 sequéncias CYP707A identificadas
apresentam variacdo de expressao ao decorrer do processo de amadurecimento dos
frutos bem como seu silenciamento promove mudancas de tamanho e estrutura dos
frutos, afetando a relacdo do ABA com AG (acido giberélico) e outras auxinas (LIAO et
al., 2018). Ainda, foi demonstrado que CYP707A em Fragaria vesca € um ponto central
de regulacéo da retransmissao entre as auxinas promotoras de crescimento precoce e
AG e a promocdo tardia de amadurecimento promovida por ABA no desenvolvimento do
fruto. (LIAO et al., 2018).

Para Fragaria ananassa, apenas uma sequéncia completa para os genes
CYP707AL1 havia sido descrita na literatura por Jl et al. (2012). Posteriormente, estudos
prévios do grupo identificaram por bioinformatica 4 provaveis sequéncias CYP707A em
transcriptoma de morango (GONZALEZ, 2018). As sequéncias CYP707A |4 descritas e
aqui identificadas como CYP707A1 (CL15525), CYP707A2 (CL17770), CYP707A3
(CL18454), CYP707A4 (CL24483), foram avaliadas quanto ao padrdo de expressao sob
condicbes de estresse hidrico e salino, com e sem a aplicacdo exdgena de ABA,
permitindo observar um comportamento diferente de cada copia aos fatores ambientais.
A aplicacdo do estresse salino resultou em aumento da expressao dos genes CYP707A3,
enquanto a aplicacdo de ABA resultou na reducéo da expresséao de todos os genes, com
excessao de CYP707A3, que nédo sofreu alteracdo, em relacéo as plantas estressadas
nao submetidas a aplicacdo deste fitohorménio, corroborando a possibilidade de acéo
tecido especifica e em diferentes fases do desenvolvimento, em especial a CYP707A3,
que apresentou regulacdo positiva elevada quando as plantas foram submetidas ao
estresse, bem como na aplicacdo exdgena de ABA, apresentando taxas de expressao
até quatro vezes maior que as outras sequéncias, como observado em outras espécies
(GONZALEZ, 2018; KUSHIRO et al., 2004; SAITO el al., 2004).

3.4 Silenciamento génico por VIGS

Silenciamento genético por VIGS e agroinfiltracdo VIGS — Silenciamento Génico
Induzido por Virus, tem sido utilizado para elucidar a funcéo de genes em plantas e ja foi
validado em morango. A técnica envolve a insercdo de um fragmento do gene de
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interesse (com aproximadamente 300 pares de base) em um vetor viral, substituindo
genes nao essenciais do mesmo ou ainda duplicando a regido promotora criando, um
sitio de clonagem (FU et al., 2006). Sua versatilidade permite inferir a funcéo de genes e
caracteriza-los, através de uma expresséao transiente. O uso do morango como modelo
para aplicacdo de VIGS é vantajoso por permitir acompanhar o acimulo de antocianinas,
pois a transformacédo se da diretamente no pseudofruto, sendo possivel perceber seus
efeitos em poucos dias (JIA; SHEN, 2013; TIAN et al., 2015).

A agroinoculacdo por sua vez permite disseminacdo célula-célula do vetor
transformado, podendo ser sistémica e resultando em expressdo homogénea do
transgene na planta em poucos dias. A partir deste ponto, podem ser verificadas as
mudancas no padrao de maturacao do fruto, da expressao de genes e concentracdes de
compostos bioativos (CARVALHO et al., 2016). Um Esquema demonstrativo da técnica

de VIGS pode ser observado na Figura 2.
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Figura 2 Esquema representativo do silénciamento génico induzido por vetor viral e agroinoculacéo. (a)
representa o processo de agroinculacdo com o vetor viral enquanto (b) apresenta o processo de
silenciamento génico por RNAI induzido pela técnica.

Fonte: Leng, P (2014), adaptado e traduzido.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Prospeccéao das sequéncias CYP707A no genoma de Fragaria ananassa
As ORFs (eng: open reading frame/pt:br: fase aberta de leitura) de cada CYP707A
identificada no transcriptoma ‘in house’ de Fragaria ananassa cultivar Camarosa
(GONZALEZ, 2018) foram obtidas com a submissdo das contigs extraidas do

transcriptoma na ferramenta ORFfinder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/), e

utilizadas para todas as analises presentes neste trabalho.

No decorrer do tempo, foi disponibilizado para consulta uma versao do genoma da
Fragaria ananassa, composto de scaffolds, e entdo, para avaliar melhor a existéncia das
sequéncias CYP707A identificadas no transcriptoma, as mesmas foram blastadas ao
banco de dados (BD) de Fragaria ananassa cultivar Camarosa disponivel no Genome

Database for Rosaceae, disponivel em https://www.rosaceae.org/, sob nome:

‘Fragaria_x_ananassa_Camarosa_Genome _v1.0.al (Fxa v1.2)”. Para realizar o
contraste entre as sequéncias CYP707A e o banco de dados, o mesmo foi montado no
software CLC Genomics Workbench 12.0.2 — Qiagen®.

As sequéncias apresentadas com mais similaridades para cada CYP707A foram
extraidas em um arquivo fasta correspondente e entdo alinhadas com auxilio do CLC

Genomics, utilizando o algoritmo ClustalW.

4.2 Alinhamento das sequéncias CYP707A
Com ajuda do software MEGA X foi realizado o alinhamento das sequéncias

CYP707A identificadas em Fragaria ananassa, utilizando-se do algoritmo ClustalW.

4.3 Dominios, peptideo sinal e localizacdo subcelular

Para a realizacdo das buscas por dominios, peptideos sinal e localizagédo
subcelular das sequéncias CYP707A, foi necessaria sua traducdo a sequéncia
aminoacidica, com a utilizacdo do software Molecular Evolutionary Genetics Analysis —

MEGA X (https://www.megasoftware.net/).

As sequéncias obtidas pela traducdo do MEGA X foram submetidas ao

SignalPHMM 5.0 - (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), utilizando como

parametros: Tipo de organismo: Eukarya / Formato de output: Output longo; HMMSmart
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no modo Genomic - (http://smart.embl-heidelberg.de/), utilizando os parametros padrées

adicionados da marcacao das caixas referentes a: Dominios PFAM e Peptideos Sinais;
e ao TargetP 2.0 - (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP-2.0/), utilizando como

parametro: Tipo de organismo: Planta / Formato de output: Output longo; para avaliar a

presenca de peptideos sinais, porcoes e localizacao subcelular das sequéncias.

4.4 Arvore filogenética

Para construcdo das arvores filogenéticas, as mesmas sequéncias CYP707A
referéncia utilizadas na identificacdo das contigs originais das CYP707A de Fragaria
ananassa do transcriptoma ‘in house’, acrescidas das sequéncias AtCYP707A1-A2-A3-
A4 de Arabidopsis thaliana, foram sumetidas aos algoritmos ClustalWwW e MUSCLE, para
alinhamento. Os identificadores de cada sequéncia utilizada com a espécie

correspondente podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1. Genes utilizados na construgéo das arvores filogenéticas e seus identificadores.

Espécie

Inscricado NCBI

Prunus avium
Prunus avium
Prunus avium
Prunus avium

>GU559990.1
>GU559989.1
>GU559988.1
>GU559987.1

Pyrus pyrifolia
Pyrus pyrifolia
Pyrus pyrifolia
Pyrus pyrifolia
Pyrus pyrifolia
Pyrus pyrifolia
Pyrus pyrifolia
Pyrus pyrifolia
Pyrus pyrifolia
Pyrus pyrifolia
Pyrus pyrifolia
Pyrus pyrifolia
Pyrus pyrifolia

>JF825450.1
>L.C155802.1
>KP723487.1
>KP723486.1
>KP723485.1
>KP723484.1
>KP723483.1
>KP279631.1
>KP279630.1
>KP162149.1
>KP162148.1
>KP057206.1
>JN602256.1

Malus x domestica >AB593331.1
Malus x domestica >AB593330.1
Arabidopsis thaliana > AT4G19230
Arabidopsis thaliana > AT2G29090
Arabidopsis thaliana > AT5G45340
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Arabidopsis thaliana > AT3G19270

Os resultados do alinhamento foram entdo submetidos trés diferentes métodos de
construcdo de arvores filogenéticas: neighbor joining, maximum likehood e minimum

evolution, visando inferir suas proximidades evolutivas.

4.5 Interatoma

As sequéncias aminoacidicas das CYP707A1-A2-A3-A4, foram utilizadas para
construcéo do interatoma, atraves da ferramenta STRING 11.0 (db.org). Tal metodologia
permite observar com quais proteinas as CYP707A interagem e o tipo de interacdo entre
elas, utilizando o proteoma de uma espécie escolhida para comparacgéo. Infelizmente
Fragaria ananassa ndo se encontra disponivel no banco de dados, porém a espécie
selvagem (Fragaria vesca) sim, e esta foi utilizada como contraste nas analises.

Ao abrir o site da ferramenta, no index escolhemos a opcao Search. Na nova se¢ao
apresentada, temos uma lista de opc¢des de qual o tipo de uso da ferramenta queremos
ter baseada no tipo de informacdo que temos para realizar as anélises. Neste caso, por
tratarem-se de mais de uma sequéncia aminoacidicas, optamos pela subse¢do Multiple
Sequences, que permite a adicdode multiplas sequéncias aminoacidicas ao query de
pesquisa.

O arquivo fasta com as sequéncias € adicionado a ferramenta e € escolhida entao
a espécie referéncia que mais se aproxime do nosso organismo de estudo. Neste caso,

Fragaria vesca.

4.6 Montagem do vetor de silenciamento in silico e obtencdo de fragmentos in
vitro
4.6.1 Primers e fragmentos para silenciamento
Primers especificos para cada sequéncia CYP707A identificada foram
desenhados através do programa Vector NTI Advance 11 - Invitrogen® de modo que 0s
amplicons tenham em média de 300 a 400 pares de base, tendo em vista que resultados
satisfatérios em VIGS séo obtidos com fragmentos amplificados desse tamanho. A

temperatura de melting (Tm) foi mantida entre 55-62°C e o contetdo de GC de 45-55%.
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Para possibilitar a posterior clonagem dos insertos no vetor de transformacao viral
TRV2, foram adicionadas as extremidades dos primers as sequéncias nucleotidicas
reconhecidas pelas enzimas de restricdo, compativeis com o sitio de multipla clonagem

(MCS - eng: multiple cloning site) presente no vetor TRV2.

4.6.2 Clonagem in silico

Para avaliar a compatibilidade dos primers desenhados realizou-se PCR in silico
com auxilio do software Vector NTI Advance 11 para obtencdo dos insertos
correspondentes a cada sequéncia CYP707A e posterior clonagem no vetor TRV2,
avaliando a capacidade dos insertos produzidos de serem corretamente inseridos no sitio
de mudltipla clonagem do vetor, produzindo plasmideos montados com as sequéncias

CYP707A correspondentes e capazes de realizar o silenciamento desejado.

4.6.3 Amplificacdo dos fragmentos CYP707A

Os primers desenhados foram sintetizados pela empresa Invitrogen ® e testados
em protocolos de amplificacdo por PCR (eng: ‘polymerase chain reaction’/pt:br: reacéo
em cadeia da polimerase), utilizando diferentes gradientes térmicos para anelamento e
concentracdes de cloreto de magnésio, buscando otimizar o protocolo de amplificacao
dos fragmentos de interesse. Um protocolo desenvolvido no laboratério foi utilizado e
adaptado para testar diferentes concentragdes dos primers na reacgéao final, bem como
diferentes concentracdes de cDNA, MgCl, e dNTPs. Ainda, foi utilizado kit comercial
GoTag® Colorless Master Mix — PROMEGA na tentativa de amplificar os insertos de
interesse.

Para estabelecimento do protocolo em laboratério foram testadas as seguintes
variagdes de volume para cada componente: Primers R e F em concentragdes de 0,5 e
1 ul; MgCl de 0,5a 1,5 pl; NTP entre 1 e 2 ul; cDNA de 1 e 2 ul e Taq Polimerase de 0,2
a 0,5 ul por reacédo, com volume final de 50 ul, utilizando 5 pl do buffer de reagcédo em 10x.

O protocolo final consistiu de: Primers R e F em concentragdes de 0,5ul; MgCl de
0,5 pl; ANTP de 1pl; cDNA de 1 pl e Taq Polimerase de 0,2 por reacéao.

5 RESULTADOS
5.1 Prospeccéo das sequéncias CYP707A no genoma de Fragaria ananassa
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No trabalho anterior apresentado em GONZALEZ, 2018, foram pescadas em um
transcriptoma (RNA-Seq) ‘in house’ de frutos de morango as provaveis contigs
correspondentes as sequéncias CYP707A da espécie. Foram utilizadas sequéncias
CYP707A conhecidas de outras espécies pertencentes a familia Rosaceae, como iscas
contrastadas com o banco de dado (transcriptoma) obtido pelo grupo e como resultado,
obteu-se quatro (4) provaveis sequéncias codificadoras de genes CYP707A em morango,
sendo estas nomeadas: CL15525 (CYP707A1), CL17770 (CYP707A2), CL18454
(CYP707A3) e CL24483 (CYP707A4), sendo que a CL15525Contigl (CYP707A1l)
corresponde a sequéncia que ja havia sido descrita na literatura por JIA ET AL. (2011).

Ao submeter as contigs referentes as CYP707As, identificadas no transcriptoma
‘in house’, ao ORFfinder, foi possivel obter as sequéncias ORF (eng: open reading
frame/pt:br. fase aberta de leitura) presentes nessas sequéncias. Tais ORFs foram
localizadas em CYP707A1-A2-A3, porém ndo em CYP707A4, pois, ao tratar-se de uma
sequéncia nucleotidica muito pequena, ndo € possivel determinar com confiabilidade a
sequéncia ORF gque a compde.

As ORFs identificadas para cada CYP707A e a contig referente a CYP707A4
foram utilizadas para todas as andlises presentes neste trabalho e estdo apresentadas
na Tabela 2. As sequéncias fasta correspondentes as CYP707A de Fragaria ananassa
estdo apresentadas no Anexo 9.1.

Tabela 2. Contigs do transcriptoma com suas respectivas maiores ORFs

CONTIG ‘NT TOTAL'! FRAME INICIO FIM NTORF?> AAORF?
CL15525Contigl 1753 -3 1670 225 1446 481
CL18454Contigl 895 -2 840 >1 840 279
CL17770Contigl 1603 -3 1520 225 1296 431
CL24483Contigl 653 -2 484 194 291 96

1 Nucleotideos totais; 2 Nucleotideos da ORF; 3 Aminoacidos da ORF.
Fonte: Gonzalez, 2018.

O alinhamento das sequéncias CYP707A de Fragaria ananassa estdo

apresentadas no Anexo 9.2.
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Em 2019 foram disponibilizados os dados gendmico (BD) de Fragaria ananassa
cultivar Camarosa na forma de sequéncias scafolds. Por este motivo, as quatro
sequencias de mRNA de CYP707A previamente identificadas foram alinhadas ao
genoma visando identificar sua origem génica. Os identificadores das sequéncias com
maior afinidade para cada CYP707A estdo apresentados na Tabela 3. De acordo com
esta tabela, a CYP707A1 e CYP707A2 apresentaram maior afinidade com as mesmas
sequéncias do BD, enquanto a CYP707A3 apresentou maior similaridade com
sequéncias totalmente diferentes. A CYP707A4 apresentou similaridade com algumas
das sequéncias que se mostraram homologas as CYP707A1 e CYP707A2, além de
outras sequéncias nao apontadas por CYP707Al, CYP707A2 ou CYP707A3. O
alinhamento das sequéncias CYP707A1-A2-A3-A4 com suas respectivas sequéncias
homélogas do banco de dados genémico, base a base, podem ser visualizadas no Anexo
9.3. As representacdes gréaficas dos alinhamentos das sequéncias com seus homologos

estdo disponiveis no Anexo 9.4.
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Tabela 3. CYP707As e os respectivos codigos identificadores das sequéncias afim no
banco de dados de Fragaria ananassa

CYP707A IDENTIFICADOR
>ORD_ID5978
CYPTO7AL >ORD_ID65946

>0ORD_ID87415
>0ORD _1D86795
>ORD_ID5978F*
>0ORD_ID5978I*
>ORD_ID65946F*
>ORD_ID659461*
>ORD_ID87415F*
>ORD_ID87415I*
>ORD_ID86795F*
>0ORD _ID86795I*
>0ORD_1D90279
CYP707A3 >0ORD_ID67618
>0ORD _1D3487
>0ORD_ID5978
>0ORD_ID87415
CYP707A4 >0ORD_ID86795
>0ORD_ID65946
>0ORD_|ID5966
* as letras F e | no final dos indentificadores indica a porcao final e inicial das sequéncias,
respectivamente.

CYP707A2

5.2 Alinhamento das sequéncias CYP707A
A Figura 3 apresenta uma representacao grafica do alinhamento das sequéncias

CYP707A. O alinhamento das sequéncias base a base, através do algoritmo ClustalWw
pode ser conferido no Anexo 9.2. De acordo com estas figuras, a CYP707A2 apresenta
um gap de 150 nucleotideos em relagédo a CYP707A1, localizado entre o nucleotideo 556
e 705 da sequéncia maior. Por outro lado, as sequencias CYP707A3 e CYP707A4
apresentam uma regido de similaridade com as CYP707A1 e CYP707A2, do nucleotideo
743 ao 1415; no restante destas sequéncias, apenas alguns nucleotideos de identidade,
esparcos ao longo da sequéncia, foram observados. O alinhamento das sequéncias base

a base, através do algoritmo ClustalW pode ser conferido no Anexo 9.2.1
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Figura 3. Representacdo gréfica do alinhamento das sequéncias CYP707A de Fragaria

ananassa.

Fonte: CLC Genomics Workbench 12.0.2

5.3 Dominios, peptideo sinal e localizagdo subcelular

Com a utilizacdo do software Mega X foi possivel obter a traducdo aminoacidica
das sequéncias CYP707A, permitindo que sejam analizadas através de ferramentas de
bioinformética para melhor caracterizacdo das enzimas.

Quando as sequéncias obtidas pela tradu¢cdo do Mega X foram submetidas ao
SignalPHMM 5.0 — (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), HMMSmart no modo
Genomic - (http://smart.embl-heidelberg.de/) e ao TargetP 2.0 -

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP-2.0/), foi possivel observar nas sequéncias
maiores (CYP707A1 e CYP707A2) a presenca de peptideo sinal (Figura 4) e de uma

regido transmembrana entre os aminodcidos 2 — 21 das sequéncias, bem como uma
regido de baixa complexidade do aminoéacido 27 — 39 (Figura 5). As representacdes

gréficas para todas as sequéncias podem ser encontradas no Anexo 9.5.
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Figura 4. Representacédo grafica da predicdo de peptideo sinal em CYP707A1 através do

SignalP 5.0.
Fonte: SignalPHMM 5.0

TargetP-2.0 prediction (Plant): CYP707A1

Probability

Figura 5. Representacéo gréafica da predicao de regido transmembrana em CYP707A1
através do TargetP 2.0.
Fonte: TargetP 2.0.

As sequéncias CYP707A1, CYP707A2 e CYP707A3, apresentaram a presenca do
superdominio P450 caracteristico das enzimas CYP707A. Tal dominio se apresenta
totalmente em CYP707Al1, enquanto aparece dividido em dois em CYP707A2,
possivelmente associado ao gap existente na sequéncia em relacdo a CYP707Al ja
apontada pelos alinhamentos com as sequéncias transcriptdmicas disponiveis em banco
de dados da espécie. Para CYP707A3 tal superdominio ndo é evidenciado, pois a

sequéncia da mesma esta incompleta, porém completa o suficiente para evidenciar a
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presenca da porgéo P450. A CYP707A4, por seu tamanho reduzido, ndo permite detectar
com confiabilidade a presenca do dominio P450 caracteristico na sequéncia. A
representacdo grafica do dominio P450 presente na CYP707Al esta apresentado na
Figura 6, da CYP707A2 na Figura 7 e da CYP707A3 na Figura 8.

I

Figura 6. Representacao grafica da presenca do superdominio P450 em CYP707AL.
Fonte: HMMSmart.

Pfam l Pfam 7
p450 p450

Figura 7. Representacdo gréafica da presenca do superdominio P450 em CYP707A2,

apresentando a sobreposi¢do do dominio, apontando o possivel erro de montagem.
Fonte: HMMSmart.

Pfam

p450

Figura 8. Representacao grafica da presenca do superdominio P450 em CYP707A3.
Fonte: HMMSmart.
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5.4 Arvore Filogenética

Com a utilizacdo do software Mega X foi possivel desenhar arvores filogenéticas
com as sequéncias CYP707A, comparando-as com sequéncias CYP707A de outras
espécies da familia das Rosaceaes, além das sequéncias descritas em Arabidopsis
thaliana.

Independente do alinhamento pelo algoritmo ClustalW ou Muscle, ou da
montagem da éarvore pelo método de neighbor joining, maximum likehood ou ainda
minimum evolution, as mesmas sequéncias foram apontadas como mais similares a cada

CYP707A e estdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. CYP707As e os respectivos cddigos identificadores e espécies das sequéncias mais préximas

apresentadas nas montagens das arvores filogenéticas

CYP707A Identificador Espécie
>GU559989.1 Prunus avium
CYP707A1 e CYP707A2 >KP723484.1 Pyrus pyrifolia
>KP162148.1 Pyrus pyrifolia
>AB593330.1 Malus x domestica
CYP707A3 >KP723483.1 Pyrus pyrifolia
>KP057206.1 Pyrus pyrifolia
CYP707A >NC_003071.7 Arabidopsis thaliana

Um exemplo de arvore filogenética montada com alinhamento Clustalw e método
de neighbor joining pode ser observada na Figura 9. Outras arvores resultantes tanto do
alinhamento Clustalw ou Muscle, nos trés métodos comparativos citados, estédo
disponiveis no Anexo 9.6.

As sequéncias CYP707A1 e CYP707A2 que apresentam maior similaridade entre
si foram agrupadas no mesmo clado que as sequéncias PaCYP707A4 de Prunus avium,
PpCYP707A2 de Pyrus pyrifolia das cultivares Mixue e Huanghua. A CYP707A3 por sua
vez foi alocada no mesmo clado que as sequéncias MACYP707A1 de Malus domestica
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e PpCYP707A1 de Pyrus pyrifolia das cultivares Mixue e Huanghua. Tais resultados
sugerem que a sequéncia CYP707A3 divergiu evolutivamente anteriormente ao
surgimento de CYP707A1-A2. Cabe salientar que, uma vez que a CYP707A4 se refere a
uma sequéncia incompleta, suas relagdes evolutivas podem estar sendo interpretadas

de forma errbnea ao se considerar apenas parte de sua sequéncia total ainda ndo

descrita para o gene.
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Figura 9. Arvore filogenética construida com algoritmo ClustalW e método Neighbor Joining.

Fonte: Mega X, adaptado.
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5.5 Interatoma

Quando as sequéncias aminoacidicas das CYP707A1-A2-A3-A4 de Fragaria
ananassa foram submetidas ao STRING 11.0 DB, foram apresentadas as sequéncias de
Fragaria vesca com maior homologia para cada sequéncia. CYP707A1 e CYP707A2
apresentaram maior identidade com a sequéncia Acido Abscisico 8'-Hidroxilase 3
(XP_004291107.1), sendo de 97% para CYP707A1 e de 87% para CYP707A2. A
CYP707A3 apresentou maior homologia (99%) com a sequénica de Acido Abscisico 8'-
Hidroxilase 4 (XP_004294805.1). CYP707A4 nao apresentou homologia com nenhuma
sequéncia presente no banco de dados. Ainda, CYP707A1-A2-A3 apresentaram
homologia parcial com outras duas sequéncias Acido Abscsico 8-Hidroxilase 1
(XP_004300683.1) e Acido Abscisico 8-Hidroxilase 2 (XP_004295971.1). O interatoma
formado apresenta diferentes tipos de interacdes, as quais sao representadas através de
da legenda demonstrada na Figura 10. O interatoma formado esta apresentado na Figura
11.

Cor dos Nos Contetdo dos Nos
nds coloridos: nés vazios:
@ proteinas pesquisadas e primeiro nivel de interagdes \__/ proteinas sem estrutra 30 conhecida
nds brancos: W nos preenchidos:
\>_/ second shell of interactors \/ alguma estrutura 3D € conhecida ou predita
Interagdes Conhecidas Interagdes Preditas Outros
A de bancos de dados curados (A=Y vizinhanga do gene —  textmining
(=" determinadas experimentalmente (Al fusdo do gene (Pl cO-expressao
(At co-ocorréncia do gene (A—  homologia protéica

Figura 10. Legenda e significados dos simbolos presentes no interatoma criado com a
utilizagéo da ferramenta STRING 11.0 DB

Ao observarmos o interatoma percebe-se que as duas sequéncias homélogas as

CYP707A1-A2-A3 de Fragaria ananassa em Fragaria vesca apresentam as mesmas
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correlagdbes com as diversas proteinas presentes no constructo. Dentre elas esti
presente uma relacéo textmining e de co-expressado com a proteina vegetal isoprenilada
associada ao metal pesado tipo 26, que é também conhecida como HIPP (eng: Heavy

metal-associated isoprenylated plant protein).

Beta-glucosiltransferase
— . abscissa-like
1-acildiidroxiacetona

fosfato redutase -
\)

dependente de NADPH-like
- Aldeido abscisico oxidase-like

Beta-glucosiltransferase
abscissa-like

Upstream in-frame
stop codon

bscisico 8'-Hidroxilase 3-like
Acido Abscisico 8'-Hidroxilase 4-like
e Poligalacturonase-like

Proteina ndo
caracterizada
Poligalacturonasejke
‘ Proteina vegetal isoprenilada
-

A Cisteina sintase — associada ao metal pesado tipo 26

1.1 _":‘.fi

Figura 11. Interatoma das sequéncias homélogas as CYP707A1-A2-A3 em Fragaria vesca

criado com a utilizacdo da ferramenta STRING 11.0 DB

Sdo apresentadas também interagdes do tipo textmining entre as sequéncias
pesquisadas de beta-Glucosiltransferases, sendo estas intera¢cdes conhecidas tanto em
bancos de dados curados quanto determinadas experimentalmente, demonstrando que
de fato tratam-se de proteinas com ligacdo com a rota do acido abscisico. A relagéo do

tipo textmining, também presente em bancos de dados curados, com Aldeido Abscisico
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Oxidase (AAO), corroboram essa relagdo, uma vez que a enzima AAO cumpre papel
fundamental na sintese de novo do ABA.

O interatoma montado apresenta ainda interac&o do tipo textmining, demonstrada
experimentalmente, com Cisteina Sintase, Poligalacturonase, além de apresentar mesma

interacdo com 1-Acildiidroxiacetona Fosfato Redutase dependente de NADPH.

5.6 Montagem do vetor de silenciamento in silico e obtencédo de fragmentos in
vitro
5.6.1 Primers e fragmentos para silenciamento

Para obtencéo dos insertos (fragmentos de 300 a 350 pares de base presentes
nas sequéncias alvo para as quais se quer construir um vetor de silénciamento génico),
foram desenhados primers com alta especificidade para cada sequéncia CYP707A a ser
silenciada, acrescidos de sequéncia correspondentes ao sitio de restricdo de enzimas de
restricdo a serem utilizadas na clonagem em vetor TRV. Foram obtidos primers capazes
de amplificar com confiabilidade e especificidade as sequéncias de interesse in silico,
com tamanhos variando de 17 a 24 nucleotideos, para além das regides de equivaléncia
as enzimas de restricdo, com temperaturas de anelamento em torno dos 53° C.

No Vector NTI Advance 11 foi possivel analizar a sequéncia nucleotidica do vetor
de transformacéo TRV2, localizando o sitio de mdltipla clonagem (MCS) onde o inserto
de interesse € clonado para posterior silenciamento. As enzimas de restricdo presentes
no MCS do vetor TRV2 estdo demonstradas no Anexo 9.7.

Os primers desenhados estdo apresentados na Tabela 5, com suas respectivas
enzimas de restricdo, compativeis com o sitio de multipla clonagem presente no vetor
TRV2.

Uma representacdo grafica do fragmento de uma coépia CYP707A com seus

primers e enzima de restricdo correspondente pode ser observado na Figura 12.
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SENSE PRM ANTISENSE PRM
Kpnl (8) CYP707A1 FRAG Xbal (389)

—

CYP707A1 frag with primers
395 bp

Figura 12. Representacao do fragmento da sequéncia CYP707A1 com seus primers e enzimas de
restricdo compativeis com o vetor TRV2
Fonte: Vector NTI Advance.
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Tabela 5. Primers Forward (F) e Reverse (R) para cada sequéncia CYP707A com as respectivas enzimas de

restricdo para clonagem no vetor TRV2.

Enzima Sequéncia Temp.
Nome  Sense de oy : Anelamento Dimeros Kcal/Mol Amplicon
D~ enzima + primer O~ r
Restricao C
Xbal GC TCTAGA GC 0 0
F GGCTTTGTTGGCGAGGG 696 537
CYP707A1 395ph***
Kpnl GG GGTACC C 2 2.1
R CAGTCTCAAACTCTCCAACACAAC 096 523
Xbal GC TCTAGA GC 0 0
F GAAGGCGAGGGAGAGGC 686 518
CYP707A2 389pb***
Kpnl GG GGTACC C 2 2.1
R CAGTCTCAAACTCTCCAACACAAC 096 523
Xbal GC TCTAGA G 0 0
F CAAAATGAAAAGGGGCAAAAC 64.7 531
CYP707A3 299pb***
Kpnl GGTACC 1 1.1
R GCGAAAGATATGATGCTGGC 643 524
Kpnl GG GGTACC C 1 2.7
F CATCGTACTACCCCCAGCAA 70.3 525
CYP707A4 334ph**
2 1.1
R Sacl C GAGCTC 663 512
GCACCAAAGCCAAATACATTT

*mesmo primer reverse utilizado para as sequéncias CYP707A1 e CYP707A2 dada a similaridade das sequéncias.
** = primeira temperatura referente a molécula completa, com sequéncia da enzima de restricdo, e segunda temperatura apenas do primer sem
enzimas de restricdo

***ph = pares de base.
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5.6.2 Clonagem in silico

Com os primers desenhados e os insertos correspondentes a cada CYP707A
obidas pela PCR in silico, no Vector NTI Advance 11, foi possivel realizar a clonagem do
inserto no vetor de transformacéo viral TRV2, resultando em quatro montagens de vetor,
uma para cada CYP707A, que foram inseridas no sitio de mudultipla clonagem do
plasmideo.

Uma representacao gréafica do vetor TRV2 com o inserto de CYP707A1 clonado
pode ser observado na Figura 13. Esta representac&o permitiu confirmar que a projecao
dos primers estava correta, permitindo a insergcdo do inserto na posi¢cdo e orientacédo

correta em relacdo ao promotor.

2x 358
Left Border Coat Protein

\

Kanamicin Resistence CYP707A1 FRAG

Misc Feature 3

TRV2 + CL15525Contigl - CYP707A Frag

Misc Feature 4
10024 bp ]

Sinal PolyA
Bom Site - pBR322 Right Border

Origem Rep 1 Regidao STA
pCambia 0390

Figura 13. Representagéo do fragmento da sequéncia CYP707A clonado no vetor TRV2.

Fonte: Vector NTI Advance.
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5.6.3 Amplificacdo dos fragmentos de CYP707A

Com os primers sintetizados foi necessario realizar a otimizacdo do protocolo
convencional de PCR, de modo a avaliar a melhor temperatura de anelamento e
amplificacédo dos insertos.

Os insertos correspondentes a CYP707A2 e CYP707A4 apresentaram
amplificagéo de bandas em todos os protocolos testados, tendo melhor temperatura de
anelamento estabelecida como 55 °C. CYP707A1 e CYP707A3 apresentaram
comportamento imprevisivel, ndo resultando em amplificacdo na maioria absoluta dos
protocolos desenvolvidos no laboratério, e um baixa amplificacdo quando utilizado o
protocolo padrdo do kit comercial GoTaq® Colorless Master Mix, resultado esse nao
reproduzivel com confiabilidade.

Tais comportamentos levantam a suspeita de que possam haver erros na sintese
dos primers pela empresa contratada, uma vez que os primers desenhados para a
sequéncia CYP707ALl ja haviam sido descritos na literatura e utilizados no laboratorio,
resultando em amplificacdo. Ainda é possivel que as sequéncias apresentem
polimorfismos nao refinados pelo processo de montagem das contigs in silico, areas de
splicing alternativo ou outras caracteristicas que influenciem negativamente na
capacidade de amplificacdo das sequéncias. A Figura 14 apresenta um gel de agarose
padrao resultado das tentativas de amplificacéo das sequéncias.
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Figura 14. Gel de agarose das tentativas de amplificagdo das sequéncias de interesse.
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6 DISCUSSAO

Tem sido atribuido ao acido abscisico (ABA) importante papel na regulacdo da
maturacao e da resposta ao estresse, em diversas espécies vegetais, com foco nos frutos
ndo climatéricos (LI et al., 2011). Das vias metabdlicas associadas ao ABA, a de sintese
de novo é a mais elucidada e tem seu envolvimento nos diferentes processos fisioldgicos
melhor descrito na literatura, enquanto que a via catabdlica, onde o ABA € convertido a
PA e DPA pela acdo de enzimas CYP707As ainda € pouco elucidado (SETHA et al.,
2005).

Em morango (Fragaria ananassa) Gonzalez (2018) relatou a existéncia de 4 cOpias
de CYP707As presentes em bancos de mRNA. No presente estudo, diversas andlises de
gendmica estrutural e comparativa foram realizadas a fim de determinar suas relagdes
evolutivas e predizer suas funcdes visando guiar estudos futuros de gendmica funcional,
além de fornecer informacgcdes necessarias para o desenvolvimento do silenciamento
génico das sequéncias, de modo a permitir observar seu efeito no metabolismo e
desenvolvimento da espécie.

De acordo com o alinhamento das sequéncias é possivel observar que CYP707A2
apresenta sequéncia homéloga a CYP707A1, porém com um gap de 150 nucleotideos
préxima a metade da sequéncia, sugerindo um erro durante o sequenciamento ou na
montagem in silico, fazendo parecer ser uma copia real com diferengas minimas em
relacdo a CYP707AL. Porém, é possivel também que a sequéncia seja resultado de um
splicing alternativo que surgiu durante o processo de diferenciacdo dos genes, uma vez
gue ambas apresentaram homologia de 100% apenas com a sequéncia genbmica
>0ORD_ID5978, com a Unica diferenca de que a CYP707A2 apresenta o referido gap. Séao
necessarios estudos mais precisos sobre as sequéncias para validar suas integridades.

A CYP707A3 possui correspondéncia com trés sequéncias no banco de dados,
que ndo foram apontadas na comparacdo com as CYPAL1/A2/A4, indicando que
provavelmente se trate de uma sequéncia CYP707A verdadeira, com diferente histérico
evolutivo e que possivelmente exerca funcbes especializadas na planta. Quando a
sequéncia aminoacidica é comparada com as sequéncias conhecidas em Fragaria vesca,

a sequéncia CYP707A3 apresenta maior homologia com a FvCYP707A4
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(XP_004294805.1) com uma identidade de 99%, enquando CYP707A1-A2 apresentam
maior homologia com FYCYP707A3 (XP_004291107.1) com uma identidade de 97% e
87%, respectivamente.

O alinhamento das sequéncias com as ja conhecidas de Fragaria vesca permitiu
verificar a existéncia de outras cinco sequéncias com homologia parcial as sequéncias
identificadas em Fragaria ananassa, 0 que sugere a existéncia de outras copias
CYP707A em Fragaria ananassa que ainda nao foram identificadas via bancos de mRNA-
Seq, sugerindo que outros estudos com outros bancos de mMRNA-Seq, obtidos de
diferentes tecidos vegetais e sob diferentes condi¢cdes experimentais, Sd0 necessarios
para auxiliar a elucidar a existéncia de outras sequéncias CYP707A na espécie e
promover melhor entendimento do papel das sequéncias nos diferentes tecidos e
processos fisioldgicos.

A CYP707A4 é a menor sequéncia das quatro identificadas, sendo a mais
incompleta delas, ndo sendo possivel a identificacdo do dominio P450 via bioinformética.
S&0 necessarias buscas em outros transcriptomas e bancos de dados para avaliar a real
existéncia da sequéncia e permitir compreender se ela se trata de uma sequéncia real,
ainda ndo descrita, ou o resultado do splicing alternativo das sequéncias CYP707A1-A2,
ou demonstrar ainda tratar-se de uma sequéncia originaria de uma CYP, porém que
sofreu dele¢cbes de fragmentos génicos e possivelmente mudou de funcdo durante o
decorrer do processo evolutivo.

A montagem de arvores filogenéticas € uma ferramenta que pode auxiliar a
entender a origem e deriva evolutiva das sequéncias genéticas observadas, ajudando a
predizer a funcdo de cada sequéncia em comparacao as sequéncias de outras espécies
ja melhor compreendidas e elucidadas. Ren (2010) demonstrou que durante o
desenvolvimento do fruto de Prunus avium as diferentes sequéncias CYP707A descritas
na espécie apresentam variagdo na taxa de expressdo génica, cumprindo papéis
sobrepostos no decorrer do tempo. A aplicacdo exdégena de ABA promoveu aumento na
expressdo das PaCYP707Al1 e PaCYP707A3, enquanto diminuiu a expressédo de
PaCYP707A4 (sequéncia >GU559989.1 — com maior similaridade com CYP707Al e
CYP707A2). Kondo (2012) demonstrou que MdCYP707A1 (>AB593330.1 — com maior

similaridade com CYP707A3) apresenta regulagcdo positiva quando submetida ao
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estresse hidrico e desidratacdo em frutos de Maca, comportamento semelhante ao da
CYP707A3 (GONZALEZ, 2018).

Quando submetidas ao estresse hidrico, as copias PaCYP707A1 e PaCYP707A3
apresentaram aumento significativo em suas taxas de expressao, enquanto nao foram
observadas diferencas em PaCYP707A2 e PaCYP707A4 em frutos desidratados e
controle (LI et al.,, 2015; REN et al., 2010). As sequéncias também apresentaram
variacfes nas taxas de expressao génica associadas ao tecido analisado e a fase de
desenvolvimento da planta, bem como apresentando resposta diferente ao estresse
hidrico e a aplicacdo exdgena de ABA. Comportamento semelhante foi demonstrado com
as sequéncias CYP707A de Fragaria ananassa (GONZALEZ, 2018), onde as taxas de
expressado em resposta ao estresse hidrico e a aplicacdo exdgena de ABA oscilaram
entre as copias génicas e as fases de desenvolvimento. CYP707Al tem a expressao
ligeiramente reduzida quando da aplicacédo de estresse ou da aplicacao exdégena de ABA,
porém apresenta reducdo maior quando submetida ao estresse e a aplicacdo exdgena
de ABA simultaneamente. Enquanto isso, a CYP707A3 apresenta regulagao positiva na
aplicacao exdgena de ABA, na aplicacdo de estresse e na aplicacdo de estresse e ABA
simultaneamente, indicando que o entendimento das enzimas homdlogas em outras
espécies pode ser um indicativo do papel dessas cépias no organismo vegetal,
corroborando a ideia de respostas particulares/especializadas e da acao tecido-
especifica das sequéncias.

As analises do interatoma apresentam interacfes do tipo textmining entre as
CYP707As e as proteinas HIPP, que sdo conhecidas por seu envolvimento na
homeoestase e desintoxicacdo de metais pesados em plantas, principalmente cadmio,
além de atuarem na resposta ao estresse térmico e hidrico, sugerindo que sua relacao
com as CYP707As esteja relacionada com a resposta as mudancas ambientais. Ainda,
esta presente a interacdo com Poligalacturonase, enzima que atua no processo de
maturacdo ao degradar pectina, promovendo mudancas estruturais e o amolecimento
dos frutos. A relacao entre poligalacturonases e a rota do ABA ja foi demontrada, onde a
aplicagcédo exogena de ABA ou de Abz (abscinazole - inibidor de CYP707A) resultadam
em maior atividade de poligalacturonases e reducao de firmaza dos frutos tratados (JIA
et al, 2017).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo permitiu a melhor caracterizacdo das sequéncias CYP707A
anteriormente identificadas em transcriptoma de morango, corroborando o entendimento
de que se tratam de sequéncias auténticas (CYP707A1-A2-A3), além de evidenciar a
necessidade de maior analise da CYP707A4 para confirmar sua existéncia. Foi possivel
observar a homologia com sequéncias presentes em banco de dados gendémico para a
espécie, bem como identidade com sequéncias presentes em bancos de dados de
Fragaria vesca.

As andlises filogenéticas permitiram corroborar a possivel diferenciacao evolutiva
entre as sequéncias, com seus papéis tecido-especificos no metabolismo da espécie,
principalmente qunado comparados as sequéncias com maior homologia presentes nas
outras espécies da familia das Rosaceaes.

Os estudos para silenciamento génico permitiram a construcdo de primers
compativeis com as sequéncias e a obtencdo parcial dos insertos de interesse,
levantando a necessidade de ressintese dos pares falhos e de montagem in vitro dos
vetores virais de silenciamento para tratamento in vivo das plantas.

Os resultados obtidos, amparados pela literatura existente, corroboram a
importancia da bioinformatica no estudo genémico e na prospecc¢ao de alvos génicos a
serem usados em construtos biotecnolégicos, possibilitando melhoria das espécies
vegetais e atribuicdo de caracteristicas adaptativa a realidade emergente no mundo e
nas condi¢des de cultivo em alteracédo pelas mudancgas ambientais.

Mais estudos sdo necessarios melhor entendimento do papel dos genes CYP707A
no metabolismo de Fragaria ananassa, sendo sugerida a continuidade com o

silenciamento génico por VIGS iniciado por este trabalho.
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9 ANEXOS

9.1 Sequéncias FASTA — CYP707A Fragaria ananassa

As sequéncias correspondentes as CYP707A de Fragaria ananassa estédo
apresentadas a seguir no formato FASTA.
>CYP707A1
ATGGTAGCGATTTTCACATACGTTTTCGTTTCTCTTTTAACCCTTATCTTCTCGTACATTTTCAC
GAAGAAGAGCAAGGGAGGAGGAGAAGAAGACCCCCATGATGATCATGGTCATAAGAATAGGGCTG
CTCAGCTCCCTCCAGGTTCATTTGGTTGGCCTTATATCGGTGAAACTCTTCAGCTCTATTCTCAG
GACCCAAACACTTTCTTCTCTTCCAGACAGAAAAGGTATGGGAAAATTTTTAAGACGCATATACT
TGGGTCTCCATGTGTGATGCTGGCGAGCCCGGAGGCTGCAAAGTTTGTGTTGGTCACTCAAGCTC
ACTTGTTCAAGCCCACCTATCCCAAAAGCAAAGAGGCTCTGATTGGTCCCTCCGCATTATTTTTC
CACCATGGAGATTACCATTTCAGACTGAAGAAGCTTGATCAGCGATCTCTCAGTCCTGATGCTAT
TCGGAATTTGGTGCCCCATATCAACGCCACAGCTGCCTCTGTGACCTCGGAGTCGTGGGGCACCG
GGAAAGTCATCAACACCTTCCATGAGATGAAGAAGTTTTCTTTCGAAATTGGTATACTAGTAATT
TTTGGCCAATTGGAGACCCGCTACAAAGAAGAACTGAGGAAAAACTATATGGCAGTGAACARAAGG
CTACAATTCATTTCCCATAAACATTCCTGGAACGCCATACAAAAAGGCTTTGTTGGCGAGGGAGA
GGCTGAGGAACATTATCGGTGACATAATCCATGAGAGAAAGGAGAAGAGGTTACCTGAAAAGGAT
CTGTTGGGTTGTTTGCTGAGCTCAATAAACGAAGGAGGGGAAGTTTTGAGTGATGACCAAATCGC
AGACAACATAATAGGTGTTCTCTTTGCTGCACAAGACACCACAGCCAGTGTCATGACCTGGATTT
TCAAGTACCTCCATGACGAGCCAAAAATCATAGAAGCTGTTAAGGCCGAACAAAATGCAATTCGC
ATATCAAATGAACAAGCAGGTAACCAACCATTGAGTTGGGCAGACACCAGAAACATGCCAATTAG
TTACAAGGTTGTGTTGGAGAGTTTGAGACTGTCAAGCATTATATCGTTCCTTTTTCGAGAAGCTG
TGGTTGATGTGGAGTACAAAGGTTACTTGATTCCAAAAGGTTGGAAGGTGATGCCTTTGTTCAGG
AACATTCATCATAATCCTGAATTCTTCGCCGACCCTCAGAAATTCGATCTTTCTAGATTCGAGGT
TGCACCAAAGCCAAATACATTTATGCCATTTGGCAGTGGAGTCCATGCTTGTCCAGGAAACGAGC
TTGCTAAGCTGGAATTACTGATTATGATCCACCATTTAGTCACCAATTTCAGGTGGGAAATTGAG
GGATCCCAAAGCGGGACTGAGTATAGTCCATTTCCTGTACCTCTGAATGGACTTCCAGTCAAACT
TTGGAAATTAGAATAG
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>CYPT707A2
ATGGTAGCGATTTTCACATACGTTTTCGTTTCTCTTTTAACCCTTATCTTCTCGTACATTTTCAC
GAAGAAGAGCAAGGGAGGAGGAGAAGAAGACCCCCATGATGATCATGGTCATAAGAATAGGGCTG
CTCAGCTCCCTCCAGGTTCATTTGGTTGGCCTTATATCGGTGAAACTCTTCAGCTCTATTCTCAG
GACCCAAACACTTTCTTCTCTTCCAGACAGAAAAGGTATGGGAAAATTTTTAAGACGCATATACT
TGGGTCTCCATGTGTGATGCTGGCGAGCCCGGAGGCTGCAAAGTTTGTGTTGGTCACTCAAGCTC
ACTTGTTCAAGCCCACCTATCCCAAAAGCAAAGAGGCTCTGATTGGTCCCTCCGCATTATTTTTC
CACCATGGAGATTACCATTTCAGACTGAAGAAGCTTGATCAGCGATCTCTCAGTCCTGATGCTAT
TCGGAATTTGGTGCCCCATATCAACGCCACAGCTGCCTCTGTGACCTCGGAGTCGTGGGGCACCG
GGAAAGTCATCAACACCTTCCATGAGATGAAGAAGGCGAGGGAGAGGCTGAGGAACATTATCGGT
GACATAATCCATGAGAGAAAGGAGAAGAGGTTACCTGAAAAGGATCTGTTGGGTTGTTTGCTGAG
CTCAATAAACGAAGGAGGGGAAGTTTTGAGTGATGACCAAATCGCAGACAACATAATAGGTGTTC
TCTTTGCTGCACAAGACACCACAGCCAGTGTCATGACCTGGATTTTCAAGTACCTCCATGACGAG
CCAAAAATCATAGAAGCTGTTAAGGCCGAACAAAATGCAATTCGCATATCAAATGAACAAGCAGG
TAACCAACCATTGAGTTGGGCAGACACCAGAAACATGCCAATTAGTTACAAGGTTGTGTTGGAGA
GTTTGAGACTGTCAAGCATTATATCGTTCCITITTCGAGAAGCTGTGGTTGATGTGGAGTACAAA
GGTTACTTGATTCCAAAAGGTTGGAAGGTGATGCCTTTGTTCAGGAACATTCATCATAATCCTGA
ATTCTTCGCCGACCCTCAGAAATTCGATCTTTCTAGATTCGAGGTTGCACCAAAGCCAAATACAT
TTATGCCATTTGGCAGTGGAGTCCATGCTTGTCCAGGAAACGAGCTTGCTAAGCTGGAATTACTG
ATTATGATCCACCATTTAGTCACCAATTTCAGGTGGGAAATTGAGGGATCCCAAAGCGGGACTGA
GTATAGTCCATTTCCTGTACCTCTGAATGGACTTCCAGTCAAACTTTGGAAATTAGAA
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>CYP707A3
ATGAAGAAGTTTGTGTTTGATGTCGGCTTTCTTGCCATTTTTGGCCGATTGGATGATACTTACAG
AGAGAAGCTCAAGCAGAACTACCACATGGTAGACAAGGGTTACAATTGTTTTCCAACAAACATGC
CAGGCACTGCATATCACAAAGCTCTCTTGGCGAGGAAAAGGCTTAGTCAGATTCTGAGGCAGATA
ATTTCTGAGAGGAAGGAAAAGAAAGTACTGCAGAAAGATCTCTTGGGTGATTTGCTGAACTTTCA
AAATGAAAAGGGGCAAAACTTAAGCGAGGATCAAATTTCCGATAACATCATTGGAGTGCTGTTTG
CAGCCCAAGACACTACAGCTAGTGTTCTAACATGGATTCTGAAGTACCTCCATGATAACCAAAAC
ATTCTTGAAGCTGTGAATGCTGAGCAGAAGGCAATATGTGATGCAAATGATGGGTGTAAGAGATC
ATTGACATGGGCACAAATCAGAAATATGCCGCTTACACATAGAGTTATATTAGAGAGTTTGAGGA
TGGCCAGCATCATATCTTTCGCATTTAGGGAAGCTGTGGTTGATGTTGAATACAAAGGATATCTC
ATACCAAAGGGTTGGAAGGTCATGCCATTGTTTAGGAACATACATCATAATCCTGAGTTCTTCTC
TGCTCCTCAAAATTTTGATCCATCTAGGTTTGAGGTTGCTCCAAAGGCTTATACTTTCATACCAT
TTGGCAAAGGAGTACATGCTTGTCCTGGAAATGAGCTTGCCAAACTGGAGATGTTCATTTTGATC
CACCATCTCGTGACTAGTTTCCGATGGGAAGTAGTGGGATCACAAAGTGGGATTCAATAT

>CYP707A4
TGCAGTTAAAATTAAACTCAAATTCCTTCTAGAATGACAAAGATTAATCGCAACACCAAAATTTT
GGGAAGAAAGAAATGAAGGACATCGTACTACCCCCAGCAATATTAGGATGGGAGCAAACAGAGAG
AATAGAATATGTGAGAAAAAGCTAGATGAGGTTAAGTTGGGGAGGGTATGGCTCCCCTTAGCCCT
ATTCTAATTTCCAAAGTTTGACTGGAAGTCCATTCAGAGGTACAGGAAATGGACTATACTCAGTC
CCGCTTTGGGATCCCTCAATTTCCCACCTGAAATTGGTGACTAAATGGTGGATCATAATCAGTAA
TTCCAGCTTAGCAAGCTCGTTTCCTGGACAAGCATGGACTCCACTGCCAAATGGCATAAATGTAT
TTGGCTTTGGTGCAACCTCGAATCTAGAAAGATCGAATTTCTGAGGGTCGGCGAAGAATTCAGGA
TTATGATGAATGTTCCTGAACAAAGGCATCACCTTCCAACCTTTTGGAATCAAGTAACCTGCAGC
CACAATTTCCAAAGACCAATCATACTTCTACACCTCATTTTTTTTCTCTTGCTGGTACAAAAATA
ATGCATTCTTGCTAATTCTGGGAATCGTCATTGCAGTGATCATTAGTCTTGGAACACAACAACAG
TAG
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9.2 Alinhamento das sequéncias CYP707A
9.2.1 Alinhamento das sequéncias CYP707A base a base

cyr707a1 BTGGTHEGEGHE
CYPT07A2 GGTHGEGA
cyp707A3 ETCGEEGHEG -
CYPTOTA4 - - - - - - - - oo ooaoaio
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9.2.2 Alinhamento das CYP707A (representacao grafica)

Representacdes graficas dos alinhamentos das sequéncias CYP707A, presentes em transcriptoma de Fragaria ananassa
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banco de dados gendmico, base a base
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9.3 Alinhamento das CYP707A contra banco de dados gendmico
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Consenratlor;% H
2?0 2?0 30|0
cyp7o7a1 HGEETEATEARY FeccTETEER FeicicHETGE FGGEGHGEEE GGEGGETGEE soo
orp_ip597¢ BGEATETEET TccciBTEEE ToicicATcE TocEcHGEEE GGEGGETGEE 300
ORD_ID65946 ETE T TcGGHGTEEE TcTcTGHATGE lGGlGlGlll GGHAGGETGEH 300
ORD_ID87415 @A BT TcGGHAGTEEBR TceicicATGE TGcEGHGEEE GGEBGGETGEA 300
ORD_ID86795 ETEATATAET TcccHcTEEE TcrcTGATCE TocEcHGEEE ccHccEBTGEA 300
Consensus CNCATATACT TGGGAGTCCA TGTGTGATGC TGGCGAGCCC GGAGGCTGCA
100%
COI"ISEN&'EIOI;I% 0 [‘”‘I

9.3.1 Alinhamento da sequéncia CYP707A1 com as sequéncias homdlogas no
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CYP707AT

ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A1

ORD_ID5978 BEGEBBAGHEG G

ORD_ID65946

BAG lllGlGl
BEGTTTGTGT
ARG lllelel
BAGTTTGTGT
BAGTTTGTGT
AAGTTTGTGT

TGGTEAETEA
TGGTCACTCA

AGCTCACTTG

TTCAAGCCCA

CCTATCCCAA

360
|

AEGEAKEGHG

ORD_ID87415 [HB

ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A1
ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A1
ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A1
ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
[

CYP707A1
ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

A
AECRABACAG
AAGCAAAGAG

GETETGATTG
BTETGATTG

AT
GETETGATTG
GCTCTGATTG

380

|
GTEEETERCE
GTE

GTCCCTCCGC

GE ATTATTITTTE @
B ATTATT

ATTATTTTTC

400

I
BABBATGGHG 400
TGGHG 400

TGGHG 400
TGGHG 400
BARRATGCGHG 400
CACCATGGAG

]

ATTACCATTT

420

I
BAGEBTGEAG
BAGABTGEAG
BACHEBTGAGG
BAcCHABTGAGG
BAcCEBTGEAG

CAGACTGAAG

BAAGETTGATE
ABGETTGATE
BAAGETTGTTE
ARcETTGTTE
BBcETTGTTE

AAGCTTGTTC

440

|
BcEGATETET
BAcBGATETET
BCGEGATETET
BAcEGATETET
BGGGATETET

AGCGATCTCT

BACTEETCGHET 450
BAEGTEETGART 450
BAGTEETGHAT 450
BAGTEETGHAT 450
BACTEETGGE 450

CAGTCCTGAT

[l

[l

I

4?0
GETATTEGGH
GETATTEGGH
GETATTEGGE
GETATTEGGE
GETATTHAGGH

GCTATTCGGA

ATTTGGTGEE

[ b elehfel |
BTTTocTGEE
BTTTccTcEE

ATTTGGTGCC

480

CCATATCAAC

|
BEATATEEEE G
BTTTccTcEE B AR

BEABAGETG
GEBABACETG
GEBABAGETT

GEEA
cEBABAcETG

GCCACAGCTG

500

|
BETETGTGHEE 500
BETETGTCGHE 500
BETETGTGHEG 500
BETETGTGHERE 500
BETETGTGHEE 500

CCTCTGTGAC

I

1

[

I

1

BTEGGAGTEG
BTEGGAGTEG
BTEcGHGTEG
BTEGGHATGG
BTBcGAGTEG
CTCGGAGTCG

5?0
iifelefcle] || | [e
iifelefcle] || | [e
hifeletele] || | [
hifelelele] || | [€
hifelelele] | | | [
TGGGGCACCG

GGHABBGTEAT
GGHBBGTEAT
GGAABEGTEAT
GGHABAGTEAT
GGHBBGTEAT
GGAAAGTCAT

540

|
BAABERETTE
BAABERETTE
BAABARETTE
BAABABETTE

BAARARETTE
CAACACCTTC

BATGHAGHTGH 550
BATGHGHATGH 550
BATGHGATGH 550
BATGHGATGH 550
BATGHGATGH 550
CATGAGATGA

AGABGGTGHG
AGABGGATEA
AGARGABTEA
AGAAGGATCA

TEAATEGATG
TGTAABAGHA
TGEABBAGAR

TG- AACAGAA

BTATATATEG
ATTTTTATTT
BATTTTTATTT

ATTTTTATTT

GEBARTTGAR
GEARATTGHA

B 5382

ATTGTRATTG 600
BETGTEATTG 6o

I

[n=nlrEnn

mlslslil=s

I {0 I
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CYP707AT

ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A1

ORD_ID5978 B

6?0

640

|

-TITTETT TECABBTTGG TATHEETAGTE ATTTITTGCEE AETTGGHGHERE 602
- - -TITTTETT TECAAATTGG TETAETHGTA BTTTTTGGEE BATTGGAGHE 602
BAGTTTTETT IIGIIGIIGG TGTERTHAGTH B BATTGCGHGHAE 632
BAcTTTrTETT TEGEBAGTTGG TGTAETHGTH BE BEATTGGHGHEE 650
BAGTTTTETT TEGABGTTGG TGTHETHGTH BATTGGHGHAE 650
CAGTTTTCTT TCGAAGTTGG TGTACTAGTA ATTTTTGGCC AATTGGAGAC
N0 [ [

ORD_ID65946 B

ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A1

ORD_ID5978 B

ORD_ID65946

ORD_ID87415 B

ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A1

ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A1
ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A1
ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

CCGCTACAAA

GEBGHAAETGA
GH A

GAAGHAARTGH
GAAGAACTGA

GGAAAAACTA

TATGGEHAGTG
TATGGEAGT

FATGGTAGTG
TATGGRAGTG

BATGGTAGTG
TATGGCAGTG

700

|
BERABACGET 652
BGGET 652
BGGHET 682

BGGET 700
AERABAGGET 700
AACAAAGGCT

I

i

ACAATTCATT

720
|

TCCCATAAAC

BETTEETGGHR
ATTEETGGHE

ATTCCTGGAA

740

|
BcEEATARAR
[ [e] ||

CGCCATACAA

BEABEGGETTTG 702

B BEBGGETTTG 702

BEBGGETTTG 732
BEBGGETTTG 750
BEAGGETTEG 750

AAAGGCTTTG

I

7?0
TTGGEGHAGGG
TTGGEGHAGGG
TTGGEGHAGGG
TTGGEGHAGGG
ilifee]

TTGGCGAGGG

BGHEGGETGAG
BcHcGETGAG
BcHAGGETGAG
BGHAGGETGAG

AGAGGCTGAG

B

GABBATTATE
Glllllllll

GEARATTATE
CEARATTATE

GNACATTATC

GGTGHEEATHAR
GGTGHEBATAR
GGTGHBATTHA
GGTCABATTE

GGTGACATNA

800
I

BTGHAGHG 752
BTcBGHG 752
BTcCHGHG 782
BTcGBGHG s00

754

TCCATGAGAG

[T

[ T

I

ABBGGHGHAG
ARAGGAGHAG

ABBAGGAGHAG HGG
ARAGGHGHARG HcG
Achlc

AAAGGAGAAG

M

|
AGGTTARETG
AGGTTARETG
TTABETG

TTARETG
AGATTABETG
AGGTTACCTG

ABEBACCATET
BAGGATE

A
AGGHATET
AAAAGGATCT

LT

|
GTTGGGTTGE

T GENGGGTWGH
T GENGGGTWGH
T GENGGGTWGE

clElGcGGHEGHE
GTTGGGTTGT

FTGETGHGET so2
FTGETGHGET so02
TTGETGHAGET 832
TTGETGAGHT 850
TTGGTGHGET 799
TTGCTGAGCT

]

1

[

CAATAAACGA

| [ele]  [elelele] | |

B BcGBGGGGHAH

BGCGAGGGGHA

B BGGAGGGGHR

BGGBGGGGHA
AGGAGGGGAA

880

|
GTTTTGAGTG
GTTTTGAGTG
GTTTTGHGTG
GTTTTGHGTG
GTTTTGHGTG
GTTTTGAGTG

ATGACCAAAT

00
|

BCEACEBARE s52

CGCAGACAAC

]

]
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CYP707A1

ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A1
ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%:

Conservation
0%

CYP707A1
ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A1

ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%:

Conservation
0%

CYP707A1
ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A1

ORD_ID5978

ORD_ID65946

ORD_ID87415

ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

920

G
TTETETTTGE TCETRARGAE

TTCTCTTTGC TGCTCAAGAC

GRGTEBATGHEE 02

A GTGTEETGHEE 02
: GTGTEATGHE 932

GTGTEATGHER 950
GTGTEBTGHER 899
GTGTCATGAC

i i

9?0 9?0 ‘I.ODID
BEcTEEETEE ATcEEcECEE GEBGETGTTH 952
BETGABRGAGEE B GARGETGTTH 952
8 ATcEEcCAcEE B CHEGEBTGTTH 952
TT@ 8§ ATcABGAAEE GEBGATGTTH 1000
BTcGATTTTE HE B8 ATcABGAGEE AREBATEETA GABGETGTTA 949

CTGGATTTTC AAGTACCTCC ATGACGAGCC AAAAATCCTA GAAGCTGTTA

1 i 1

IGGIIGIIII

AGH
Llefel [ el 1] [

AGGCCGAACA

AAATGCAATT CGCATATCAA

ATG A
ATcGHABGHCE

ATGAACAAGC

1002
1002
1032
1050
999

I

I

1,DI'E£| 1.?80 1,1DID
BEATTGAGTT 8 BACHEBEBATG BREABCGGETCE 1052
BBATTGAGTT cGGEAGHABAE BACAABBATG BBABGGETGE 1052
BEATTGHEGTT BA 8 BACHABEBATG BEABGGETGE 1082
BEATTGAGTT BAG BACAEEBETG BEBABGCTTGE 1100
BTATTGAGTT cGGEACEEAE BAGAEEBATG BEABGGTTGT 1049
CCATTGAGTT GGGCAGACAC CAGAAACATG CCAATTAGTT ACAAGGTTGT

1.1|2[J 'I,1|40
GTTGGHEGAGT TTGHGEETGT BAAGEATTAT T TETECHGHEG 1102
GTTGGHEGAGT TTGHAGEEBTGT B T 1102
GTTGGHEGAGT TTGHGEETGT T 1132
GTTGGHEGAGT TTGHAGEETGT mN 1150
GTTcGHGAGT TTcAcHEETGT BEACEATTAT BTEATTEETT TTTHGHGEARG 1099
GTTGGAGAGT TTGAGACTGT CAAGCATTAT ATCATTCCTT TTTAGAGAAG
O [

1,160

|
BrcTcGTTcGE TeTccEGTAE AEABEcGGTTAET TGATTEEAEE

BTGcTGGTTGH
BfcTcGTTCH
BTGTGGTTGH

GG TG
BTGTGGTTGH IGIGGIGIII BBAGGTTAET TGHAT

1,180
|

hfehifele] fehif | |
IGIGGIGIII
lGlGGlG

AA
CTGTGGTTGA TGTGGAGTAC AAAGGTTACT TGATTCCAAA

1 200

IGGIIGGIIG
BccTTGGHEBG
BGGTTGGHAR
BeeTTGGHARG
BGGTTGGHRAG
AGGTTGGAAG

1152
1152
1182
1200
1149

I
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1.2I2Cl

1,2I40

cyp7o7a1 GRGHTGEETT TcTTEECCHEA BTCGEET TETTECEEGH 1202
ORD_ID5978 GTGHETGEETT TGTTEEGGHER
ORD_ID65946 GTGHATGEETT ToTTEEGCAR B
ORD_ID87415 GHGHTGEBETT ToTTEBEGGHEE
ORD_ID86795 GTGHATGEETT TcGTTEAGGHA
Consensus GTGATGCCTT TGTTCAGGAA CATTCATCAT AATCCTGAAT TCTTCACCGA
100%
Conservation
0% |_|
| P
CYP707A1 GGTTCEAEEA AHCEEABATH 1252
ORD_ID5978 B 1252
ORD_ID65946 1282
ORD_ID87415 m B 1300
ORD_ID86795 BETHAGATTEGE 1249
Consensus CCCTCAGAAA TTCGATCTTT CTAGATTCGA GGTTGCACCA AAGCCAAATA
100%
Conservation |_|
0%
1320 1340
CYP707A1 IIlllllGII IIIIGGIIGI GGIGIIIIIG lllGlIllGG IIIIGIGIII 1302
ORD_ID5978 TE ATTTcGEBAGT cGAGTEBATG Bca BTT 1302
ORD_ID65946 IIIIGGIIGI GGHGTREATG IIIGIIIIGG IIIIGIGIII 1332
ORD_ID87415 METTTATGEE ATTTGGEACT GCHAGTEEATC ETTcTEEAcCG AABABGACETRE 1350
ORD_ID86795 METTTETCGEE ATTTcGEEcCT GCHEcTEEATC ErTcTEEEcc BAAEBGACETRE 1299
Consensus CATTTATGCC ATTTGGCAGT GGAGTCCATG CTTGTCCAGG AAACGAGCTT
100%
Conservation
0%
1,360
|
cypro7at GETEBGETGG AATTAETCEAT 1352
orD_ID5978 GETHEEcCETGG BETTBETGAT 1352
ORD_ID65946 G BTcc HATTEETGET 1382
ORD_ID87415 BETTERTGAT 1400
ORD_ID86795 GETHBCETGG AATTAETGHAT 1349
Consensus GCTAAGCTGG AATTACTGAT CATGATCCAC CATTTAGTCA CCAATTTCAG
100%
Conservation
n [T 0
1.120 1,140
cYP707A1 GRFGGGHABBTT GAGGGATEEE BABCEGGGHE TGHGTATHACGT BEATTTEETG 1402
ORD_ID5978 GHRGGGHBATT GAGGGATEEE B 1402
ORD_ID65946 GEGGGHBATT TEEcCETEEER 1432
ORD_ID87415 GTGGGHBBTT cHcccHETEEE A G 1450
ORD_ID86795 GMGGGHARATT cHcGCATEEE BEBcCEcCGCHE BCHACTHATHEGT BEATTTEETG 1399
Consensus GTGGGAAATT GAGGGATCCC AAAGCGGGAC TGAGTATAGT CCATTTCCTG
100%:
Conservation
", 1T i
CYP707A1 GGllllllGl lllG 1446
ORD_ID5978 BATTHE BG 1446
ORD_ID65946 GGIIIIIIGI lllG 1476
ORD_ID87415 GGABATTHGA ATHAG 1494
ORD_ID86795 GGHAATTHGA AT - - 1441
Consensus TACCTCTGAA TGGACTTCCA GTCAAACTTT GGAAATTAGA ATAG
100%
Conservation

0%

[ 1 ]
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9.3.2 Alinhamento da sequéncia CYP707A2 com as sequéncias homodlogas no

banco de dados genémico, base a base.

|
cypro7a2 ETGCTHECECHE TTITTEAEETE BciTTTECET
ORD_ID5978 BWCGGTHAGECHE TTITTEARETA BcTiTrTEcTT
ORD_ID65946 ETMGGTHGEGE TTTTEAEATE BcrErTEGTT W
ORD_ID87415 ETGGTHGEGE TTTTEABATE BCTTITTEGTT T
ORD_ID86795 BTGGTHGEGE TTTCEABATA BGTTTETEGTT
Consensus ATGGTAGCGA TTTTCACATA CGTTTTCGTT TCTCTTTTAA CCCTTATCTT
100%
Conservatm?% H
GiU 8|0
CYPT07A2 T BcHGEBBAGGG BGGHGGHGHA
ORD_ID5978 T BcHGEBBAGGG BGGHGGHGHA
ORD_ID65946 il BcHcEBBBGcGe BcecHcGHGHEA
ORD_ID87415 il BcHcEBBBAccc BcecHGGHGHEA
orD_ID86795 ETEGTEBETT BcHcEBBAccc BccHGGHGER
Consensus CTCGTACATT TTCATGAAGA AGAGCAAGGG AGGAGGAGAA GAAGACCCCC
100%
Consen;atlor;% |—| |—|
1?0 140
cyr7o7A2 AFCGHETGHETER TcGTEETEEG llllGGGllG BTEAG Illll lllIGGllll150
ORD_ID5978 HMGHATCGETER TGCTREATAAG BATAGGGETG BTEEAGET GGTTEA 150
ORD_ID65946 ATGHBGETEE BTAAG AATAGGGETG ETEAGET ll llllGGllll150
ORD_ID87415 ATGATGATER TTcTEATAAG AETHAGGGEGG EBTEACETEEE TEEAGGETEA 150
ORD_ID86795 HTGHTCHTTA TCCTEATAAC BETACGCEAG BTEACETEEE TEBAGGTTEG 150
Consensus ATGATGATCA TGGTCATAAG AATAGGGCTG CTCAGCTCCC TCCAGGTTCA
100%
Conservatm?% H H H |_| H
1?0 1?4:1 ZDID
cypro7a2 EETGGTTGGE BTTETATEGG TCAREETETT BECETETATT ETEAGCHEEEE 200
ORD_ID5978 WMWGGTTGCGE BTTATATEGG T [ | BEcETE BEEE 200

ORD_ID65946 TWTGGTTGGHE

ORD _ID87415 EETGGTTGCE BTTETATEGG

ORD_ID86795 MTTGGETGGHE
Consensus TTTGGTTGGC

BTTATATEGG

CTTATATCGG

TGHEGARE
TGAGARTETT

TGAGACTCTT

BccERERE 200
ETEAcCCAEERE 200

CTCAGGACCC

BAGETETATT
BAGRTRTATT

CAGCTCTATT

100%

Conservation
0%

il

cyr7o7A2 |
ORD_ID5978 H
ORD_ID65946 [
ORD_ID87415 | [
OrD_ID86795 HEABEETTTE

Consensus AAACACTTTC

GEARAGABRARG
GERAGARARG
GAEAGARAA

GACAGAAAAG

G GTATGGGAAE A

ZTU
GTATGGGHAR
GTATGGGHAR

BBEGH 250
BHAGH 250
BAGH 250

GH 250
BTTTTEABGH 250

ATTTTTAAGA

GTATGGGH

GTATGGGHEA
GTATGGGAAA

100%

Conservation
()

260

|

cyr7o7A2 BCEBTETERT
ORD_ID5978 @GEBTETEET
ORD_ID65946 ETEATATERT
ORD_ID87415 BEBETATHABT
ORD_ID86795 ETEATATART

Consensus CNCATATACT

etetel ol [ ]|
TececTETHEA
TGGGHEGTHEE
ifetete] Yeh [ |}
TGGGAGTEEA

TGGGAGTCCA

280

|
TGTGTGATGE
TGTGTGHATGE
TGTGTGETGE
TcTGTGHETGE
TGTGTGATGE

TGTGTGATGC

300

|
GGHEGGETGER 300
GGBGGETGER 300
GGHGGETGERE 300
GGHAGGETGEA 300
GGHGGETGER 300

GGAGGCTGCA

TccEcHEcEER
TccEcHcCEEE
ufete! [ef (el [ [ ]
fcclcAcEER
TccEcEcEER

TGGCGAGCCC

100%
Conservation

0% |_|

[
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CYP707A2

ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%:

Conservation
0%

BAGTTTGTGT
AEGTTTGTGT

AAGTTTGTGT

AAGTTTGTGT

B €A
TGGTEARTEA

TGGTCACTCA

B |
BcGETRAETTG

AGCTCACTTG

TTEEACEEEA
TTERACEEEA

TTCAAGCCCA

A 350
350
A 350

B A 350
BcTATEEEAR 350

CCTATCCCAA

I

360
|

400

cyrro7a2 BEGBEEBEGEG BABEATGGHAG 400
ORD_ID5978 HHA BEBBATGGHAG 400
ORD_ID65946 BEBBATGGHAG 400
ORD_ID87415 BABBATGGAG 400
ORD_ID86795 BTTATTTTTE BAEEATGGHEG 400
Consensus AAGCAAAGAG GCTCTGATTG GTCCCTCCGC ATTATTTTTC CACCATGGAG
100%
Conservation H
0%
4?0 4?0
cyp7o7A2 ATTHEEBATTT BACAETCEAC BAECETTCEATE AcEcCEATETET BACTEETGAT 450
ORD_ID5978 ETTHABEATTT BACAETGHAC BACETTGHATE ACEBCATETET BECTEETGHAT 450
ORD_ID65946 ETTEEEETTT BACEETCHEGG BAGETTGTTE HGECETETET BEAGTEETGHET 2450
orD_iD87415 ATTHEEEETTT BAcEETcHcG BACETTGTTE HcECETETET BECTEETGHT 450
ORD_ID86795 ATTHEEEATTT BACEETCHEC BACETTGTTE BMGGCHTETET BEGTEETGGT 450
Consensus ATTACCATTT CAGACTGAAG AAGCTTGTTC AGCGATCTCT CAGTCCTGAT
100%
Conservatior;% |_| H H
SDID
CYP707A2 GEEEEAcETG EETETGTGHERE 500
ORD_ID5978 GEEABAcCETG BETETGTGHE 500
ORD_ID65946 GEBABAGETT BETETGTGHG 500
ORD_ID87415 GEREREGETG BETETGTGEE 500
ORD_ID86795 GEEARAcETcC EETETCTGHAR 500

Consensus
100%:

Conservation
0%

CYP707A2
ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A2
ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

GCTATTCGGA ATTTGGTGCC CCATATCAAC GCCACAGCTG CCTCTGTGAC

520 540

|
BTEGGAGTEG TcGGGEABEG GGABBAGTEAT BATCGHGETGH 550
BTEGGAGTEG TGGGGEABEG GGAAAGTEAT B BATGHEGATGH 550
BTEGGAGTEG TGGGGEABEG GGAABMGTEAT BATGHGEATGH 550
BTEGGABTGG TcecGGEABEC GGAABGTEAT BATGHGETGH 550
BTEGGHEGTEG TGGGGEAEBEG GGEABGTEAT BATGHGHATGH 550
CTCGGAGTCG TGGGGCACCG GGAAAGTCAT CAACACCTTC CATGAGATGA

AGAAGGTGHAG
AGAAGCATEA
AcCAAGEATEA

AGAAGGATCA

TG- AACAGAA

ATTTTTATTT

GRARBRTTGHEA
GBARATTCHA

CIEIEE

[e=lnlnnnm

mlal=liNas

M=CACEAEEn
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CYP707A2

ORD_ID5978 - -

Consensus

-TTITTETT TEGABATTGG
ORD_ID65946 BBGTTTTETT TEGBEGTTGG
ORD_1D87415 MBEGTTETETT TEGEABGTTGG
ORD_ID86795 BBEGTTTITETT TEGHEBAGTTGG

CAGTTTTCTT TCGAAGTTGG

555

TETAETAGTE ATTTTTcGEE BATTGGHGHEE 602
TGTERTHAGTE ATTTTTGGEE ABTTGGHGHE 632
TeTERTEGTE BTTTTTcCEE AETTGGHGHEE 650
TGTARTAGTE ATTTTTGGEE BATTGGHGHER 650
TGTACTAGTA ATTTTTGGCC AATTGGAGAC

conserason’ pr ] (IO el OO O

CYP707A2
ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415

ORD_ID86795 llGIIlIlll

Cunsensus

Consenranon

CYP707AZ

CCGC

TACAAA

GllGllllGl
GABRGHBBATGA
GABRGHEAETGA
GABRGHEABTGA
GAAGAACTGA

GGABBABETEA

GGAARAARTEA
GGHABRAABTH
GGAARRARTE

GGAAAAACTA

TATGGEAGTG
TATGGTAGTG
TATGGEAGTG
BATGGTHGTG
TATGGNAGTG

700

555
BABAABGGET 652
BAARABAGGET 682
AABABAGGET 700
BABABAGGERT 700
AACAAAGGCT

555

orD_p5978 HEAETTEATT TEGEATAAAE ATTEETCCHAE BCEEATARAR BEACGETTTG 702

ORD_ID65946 llllllllll TA8

BATARAS ATTEETGCAR BCEBATABAR AABGGETTTG 732

orD_ips7415 BEBATTEETT TEEEATARAE ATTEETGCHEE BCEEATABAR HBBGGETTIG 750
ORD_ID86795 HEEATTEATT TESEATAAAE ATTERTCCHAR BCEEATAEAR ABEBcGGETTEG 750

ACAATTCATT TCCCATAAAC ATTCCTGGAA CGCCATACAA AAAGGCTTTG

Consensus

Conservahon

CYP707A2 - -

-G

?60

.GIGGG

ORD_ID5978 WTGGEGHGGG
ORD_ID65946 TTGGEGHEGGG
ORD_ID87415 TTGGHGHEGGG

ORD_ID86795

hlitele]

Consensus TTGGCGAGGG

100%
Conservation
0%

BcAGGETGHEG
BcAGGETGHG
BcAGGETGHG
BGcAGGETGHG

AGAGGCTGAG

BDD

lllllllll GGTGABATAA lllllGlGlGeoz
GABABETTATE GGIGIII Bl TEEATGHAGHG 752
GEBAEATTATE ccTGABATTH

GEBBATTATE cGTcGHABATTA TEEETGAGHG 800

lllIlGlGl6782

754

GNACATTATC GGTGACATNA TCCATGAGAG

11

T AT (e T O

cypro7Az HBEBGGEGEBEG
oORD_ID5978 HBBGGHEGEEBG
ORD_ID65946 BEABGGHGHEBG
ORD_ID87415 HEBGGHGHHEG

ORD_ID86795

- BcBBG

Consensus AAAGGAGAAG

100%
Conservation HHHHH
0%

820
|

BcGTTAEETG
BAcGTTAEETG
BAcGTTAEETG
AGGTTAEETG
BAcATTAEETG
AGGTTACCTG

BABBEGGATET
BABBEGGATET
BABBGGATET
BAABBGGATET
BEABGGATET

AAAAGGATCT

B840
|

GETGGGTTGT
GETGGGTTGT
GTTGGGTTGT
GTTGGGTTGT
el | felele] | [e] |
GTTGGGTTGT

TTGETGHAGET 652
TTGETGAGET s02
TTCGETGHGET 532
TTGETGHGHART 850
TTHGGTGHAGET 799
TTGCTGAGCT

1

Hiiiil

860

|

cyr7o7A2 MBEATEBAECHE
ORD D597 BEBTEEBREGHE
ORD_ID65946 BERBTEABAEBGA
ORD_ID87415 BRBTEABABGA
oRD_IDgs795 EEEEEAAEGH

Consensus CAATAAACGA

100%

Conservation
0%

| [ele] - [eletete] | |
BccBacaGHRA
BGGAGGGGHER
BGGAGGGGHER
BcGHGGGGHR

AGGAGGGGAA

aa0

|
GTTTTGHAGTG
GTTTTGHAGTG
GTTTTGHAGTG
GTTTTGHAGTG
GTTTTGHAGTG

GTTTTGAGTG

ATGARBABRAT

ATCARBABAT
ATGARBAAAT

ATGACCAAAT

900

|
BGRAGHBAAR 702
BCEACHBARRE ss2
BCEACHABARE ss2
BcEACHABARE ooo
BcEACHABARR s+

CGCAGACAAC

I

]
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CYP707A2
ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A2
ORD_ID5978

‘3‘|10

. =GlllllGl= =IIIIIGIII GIGIIIIG== 752

G A
AcBEE cTcTRATCHEE s

TTCTCTTTGC TGCTCAAGAC ACCACAGCCA GTGTCATGAC

1 i

BTGGATTT
IIGGIIII

ORD_ID65946 BTG

ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
[

CYP707A2
ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A2

ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A2
ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A2
ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

IIGGIIII
BTGGATTT
CTGGATTT

960
ll
il |
TTTE
|
TE
TC

980 1,000

| |
BECTEBETEE BTcEEcAcCEE BEBEATEATE CEBCETGTTH so2
BEGTABETEE BATcEBGACEE BEBBATEATA GEBGETGTTH 952
BEGTABETEE ATGABGAGEE A B GABRGETGTTA 9s2
BEGTAEETEE ATCAECAREE B GHABEGATGTTA 1000
AEcTABETEE ATcEBcACEE MABBATEETA GEEGETGTTH 949
AAGTACCTCC ATGACGAGCC AAAAATCCTA GAAGCTGTTA

[ fele] [ [e] [ ]

BEBETGE B BTc BAcE
lllIGIllll lGllll Al BTcABEBGACE BccTEABEEAR 999

[ fefel [ [ef {1 |}
AGGCCGAACA AAATGCAATT CGCATATCAA ATGAACAAGC AGGTAACCAA
1,060 1,100
| |
BEATTGAGTT GGGEAG BEABEGGTTGE 902
BEATTGAGTT GGGEAG BREABCGGETCE 1052
BEATTGAGTT GGGEBHAGH BEBAGGTTGE 1082
BEATTGAGTT cGGEEGHEEE B BEABGGETGE 1100
BTATTGHAGTT cecBEGCEEAE BACEAEBATG BREABGGTIGE 1049
CCATTGAGTT GGGCAGACAC CAGAAACATG CCAATTAGTT ACAAGGTTGT

1

I

GTTIGGHGHGT IIGIGIIIGI BABGEATTAT IIIGIIIIII TTTEGAGHAG
GTTGGHGAGT TTGHGEETGT B T ATEG o 2

1, 120 1. 140

952
1102

GTTGGAGHAGT TTGAGAETGT c 1132
GTTGGHEGAGT TTGHGAETCT BABECEATTAT BTEATTEETT TTTHGEGHHEG 1150
GTTGGHEGAGT TTGHEGAETGT BABGEATTAT BTEATTEETT TTTHGEGHAHEG 1099
GTTGGAGAGT TTGAGACTGT CAAGCATTAT ATCATTCCTT TTTAGAGAAG

1,160 1,180 1,200

| | |
BTGTGGTTGHE TGTGGAGTHE i | B BGGTTGGHHEG 1002
BTcTccTTcHE TGTGGAGTHE na B BGGTTGGHEG 1152

BTGTGGTTGE TGTGGAGTHEE B
BTcTcGTTGE TGTGGHGCTHAE AAR ]
BTGTGGTTGE TGTGGAGTAN HEAGGTTHAET TGATTEEARA AccTTcGHEEG

CTGTGGTTGA TGTGGAGTAC

1182
1200
1149

A BGGTTGGHHEG
A BccTTcGHAG

AAAGGTTACT TGATTCCAAA AGGTTGGAAG

I
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CYP707A2

ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A2
ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%:

Conservation
[

CYP707A2
ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A2
ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A2
ORD_ID5978
ORD_ID65946
ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A2
ORD_ID5978

1.2I2Cl

GTGATGEETT lGlllEGGll
G G

GTCHTGRETT ToTTEHEGGHR

GTGATGCCTT TGTTCAGGAA

CCCTCAGAAA TTCGATCTTT

B G
BTACATTEGA

CTAGATTCGA GGTTGCACCA AAGCCAAATA

1

1, 320

IGII II=IGGIIGI

ATCEE ATTT
IIIIIIIGII IIIIGGIIGI

CATTTATGCC ATTTGGCAGT

1340

IIIGIIIIGG
BrrcTEBAGG
BT G IIIIGG AAA
BTrcTEEAGG

BrTcTEEAGG AAAEGEGETT
CTTGTCCAGG AAACGAGCTT

GGIGIIIIIG
GGAGTEEATG
GGAGTEBATG
GGAGTEEATG
GGHEGTEEATG

GGAGTCCATG

1,360

|
GETAAGETGG
GETEAGETGG BATTAETG
GETHEBGETGG AATTHE
GETHBGEGGE ABTTAE
GETHABGETGG AATTHETGHAT

GCTAAGCTGG AATTACTGAT

1.3|80

AATTAETGAT
AT THETGH

BG
BATGATEEAE BATTTAGTEE

CATGATCCAC CATTTAGTCA

CCAATTTCAG

il

1,420
|

GAGGGATEEE
GAGGGATEEE

GTGGGHBETT
GTGGGHBETT
GTGGGHBEATT
GTGGGHBHATT
GTGGGHEAATT
GTGGGAAATT

GAGGGATEEE
GHGGGHETEEE
GAGGGATCCC

TEAGGATEEE HA

[
1‘-}40

BEBGEGGGEE TGAGTATHAGT
BEBGEGGGEE TGAGTATHAGT
BGBGGGAE TGAGTATAGT
GEGGGAE BGAGTHTHGT
BAAGEGGGAE BcGHGTATAGT
AAAGCGGGAC TGAGTATAGT

BEATTTEETG
BEATTTEETG
BEATTTEETG
BEATTTEETG
BEATTTEETG

CCATTTCCTG

1]

il

ORD_ID65946 TR

ORD_ID87415
ORD_ID86795

Consensus
100%

Conservation
0%

TACCTCTGAA TGGACTTCCA

|
: GTEABAETTT

1,480

GCHAAATTHACA H- - - 1293
BTBAG 1446
BTAG 1476
BTHG 1494
BT - - 1441

ATAG

|
GTEARABTTT
GTEARARTTE

GTCAAACTTT

GGHAATTHGA
GGHAATTHAGH

GGAAATTAGA

[

[l I

1102
1262
1282
1300
1249

1162
1302
1332
1350
1299

1202
1352
1382
1400
1349

1252
1402
1432
1450
1399
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9.3.3 Alinhamento da sequéncia CYP707A3 com as sequéncias homodlogas no

banco de dados genémico, base a base.

CYP707A3

ORD_ID90279 H
ORD_ID67618 BTG

ORD_ID3487

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A3
ORD_ID90279
ORD_ID67618

ORD_ID3487

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A3
ORD_ID90279
ORD_ID67618

ORD_ID3487

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A3
ORD_ID90279
ORD_ID67618

ORD_ID3487

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A3
ORD_ID90279
ORD_ID67618

ORD_ID3487

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A3
ORD_ID90279
ORD_ID67618

ORD_ID3487

Consensus
100%

Conservation
0%

ATGAAGHARG -

20 40

|
- -TETGTGTT TGETGTEGGE TTTETT

|
GEEE TTITTTGGEEG 47

- -TTTGTGTT TGATGTEGGE TTTETTGEEA TTTITTGGEEG 47
- -TETGTGTT TGATGTEGGE TTTETTGEEA TTTTTGGEEG 47

IIGIIGIIG - -TETGTGTT TcATGTEGCE TTTETTCEEE TETTTGGEEG 47
ATGAAGAAG- --TTTGTGTT TGATGTCGGC TTTCTTGCCA TTTTTGGCCG
6|0 8|0 10|0
BTTG------ - 51
BEEG- ----- - ---- - i i 51
BEEG- - ---- - ---- - e 51
BEmG------ - - e 51
ATTG- - o= o sooooooaao oo Lol Lo
1?0 1?0
--GHENGHEE- ---------- --------ee e i 58
--GHTGETE- - -------- - - oo o 58
--HNNEEBE- ----- - - e e 58
--GHNGEER- - ---- - - e 58
R R
160 180 200
| I |
-------------------------------------------------- 58
-------------------------------------------------- 58
-------------------------------------------------- 58
-------------------------------------------------- 58
2?0 ZTO
---------- - - R T,
---------- - - R R A
---------- B GHGHCHE--- ---------- ---------- T
—————————— .- -BUTBEE CHCHCHE- - - - - - - -7
.......... ----CTTACA GAGAGAA- - - - --=-ccon moeemmmm-
260 280 300
| I |
-------------------------------------------------- 71
-------------------------------------------------- 71
-------------------------------------------------- 71
-------------------------------------------------- 71




CYP707A3
ORD_ID90279
ORD_ID67618

ORD_ID3487

Consensus
100%:

Conservation
0%

CYP707A3
ORD_ID90279
ORD_ID67618

ORD_ID3487

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A3
ORD_ID90279
ORD_ID67618

ORD_ID3487

Consensus

100%

Conservation
0%

CYP707A3
ORD_ID90279
ORD_ID67618

ORD_ID3487

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A3
ORD_ID90279
ORD_ID67618

ORD_ID3487

Consensus
100%:

Conservation
0%

CYP707A3
ORD_ID90279
ORD_ID67618

ORD_ID3487

Consensus
100%

Conservation
0%

............................. G
_____________________________ G
_____________________________ G
_____________________________ G
_____________________________ G

3?0 3?0 40|D
GCMECHBEEG GCEE- - ---- -------- BN BETTCTITTTE BEEEE- - - 123
GGTACHABEEG GGEE- - ---- -------- BE BETTCTTITTE BEEEE- - - - - 123
GGTAGABAAG ceTT------ -------- BB AATTCTTTITE BAKEA- - - - - 123
GGTHCHAMEEG GGEE- - ---- -------- BN BETTCTTITTE MEEEE- - - - 123
GGTAGACAAG GGTT------ -------- AC AATTGTTTTC CAACA-----

4‘|w

---ABBATGE BBAGGE - - - - - - ---- - - e e 135
---BBEATCGE BBAGGE- - - - - - - - ---- - oo 135
---BEBATGE BBGGE- - - - - - ---- - - - - oo o 135
---BEBBETGH BBGGH- - - - - - ---- - - - - - el i 135

4?0 4?0 solo
---------- - - -DEEECETE WEEE---- - - 158
---------- - - -NEEECHTE TEEE- - -- - - 158
---------- - - -DEEEGETE TETT---- - - 158
---------- - - AAEBGETE TETE---- - - 158
---------- - --CAAAGCTC TCTT------

5?0 STCI
-------------------------------------------------- 158
-------------------------------------------------- 158
-------------------------------------------------- 158
-------------------------------------------------- 158

5?‘0 5?0 E-OIO
-------------------------------------------------- 158
-------------------------------------------------- 158
-------------------------------------------------- 158
-------------------------------------------------- 158
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CYPTOTA3 - - - - = - = o o o e o e e e et e e e e e et e e e e e e e 158
ORD_IDY0279 - - - = = = = = = = o m e e e e e e e e e e e e et e e oo oo 158
ORD_IDBTB18 - - - = = = = = = = oo o o e e e e oo e e e e oo oo oo 158
ORD _ID3487 - - = - = = = = = & & o oo oo Ll i. Lol Lo 158
CONSENSUS = = = == == === = oo -omooens o eseoemes sesmsssses s
100%
Conservation
0%

i o T
CYPTOTA3 - - - = - = & & o & o o oLl L i oLl ool Lo 158
ORD_ID0279 - - - = = = = = & & oo e oo i i i e oo o. L a oo i 158
ORD_IDB7618 - - - == = = = - = o e e e e e e e e e e ee e e e e aeee e 158
ORD_ID3487 - - = = = = = = = = = s s s s s s s e s e e s e s s e e m e e e e e e s 158
CONSENSUS - = = = = = = = = = & o oo mmmcct Coe--oo -e---ooo- Le-ooooo
100%
Conservation
0%
??D ?‘Iitl
CYP707A3 - - - - GGHGHG BGTEBACGATTE TcHGGEEGAT BAT- - - - TTE 200
ORD_ID90279 - - - - GGEGHEG GTEBEGHATTE TcHGGEEGET BHET- - - -TEE 200
ORD_ID67618 - - - - GGHGHG BcTBBGETTE TcHccGEBEGET BET- - - - TTH 200
ORD_ID3487 - - - - GGHcHG AGTEHECGATTE TcHEGCEAGCHAT HAT- - - - TTE 200
Consensus - - - -GGCGAG GAAAAGGCTT AGTCAGATTC TGAGGCAGAT AAT----TTC
100%:
Conservation
0%

?EISO ??J[} E[]iO

cyr707A3 TGHGHGGHECG GAHMBACEAEGC TAETCEECHA HCETETETTC GGTGATTTGE 250
ORD_ID90279 TGHGHGGHAG GHAABGABAC TAETCEACHAA ACATETETTC GGTGHTETGE 250
ORD_ID67618 TGHGHGGHAG GHAABGABAG TAETCEACAA ACATETETTG GGTGATETGE 250
ORD_ID3487 TMGHGAGGHEG GAAAEGEAAG THEETGEAGHE AGATETETTG GGTNGATTTGHE 250

Consensus TGAGAGGAAG GAAAAGAAAG TACTGCAGAA AGATCTCTTG GGTGATTTGC

100%
Conservation
0%

cyr707A3 TCHEETTTEA
ORD_ID90279 WG
ORD_ID67618 WG

A
ORD_ID3487 TCHBETTTEA

BGGHATEABAR 2906

BcGATEEBAT 29
Consensus TGAACTTTCA GGGCAAAACT AGGATCAAAT
100%:
Conservation
0%
8?0 3?0
cyp7o7A3 ETEECEATHEER TGETGTTTCHE B--
ORD_ID90279 [T G hife] | ] | B B--
ORD_ID67618 ETEEG TGET GE B RB--
ORD_ID3487 TTEECETHAAE TGETGTTTGHE R----
Consensus TTCCGATAAC ATCATTGGAG TGCTGTTTGC AGCCCAAGAC A----CTACA
100%
Conservation
0%
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CYP707A3
ORD_ID90279
ORD_ID67618

ORD_ID3487

Consensus

100%:

Conservation
0%

CYP707A3
ORD_ID90279
ORD_ID67618

ORD_ID3487

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A3
ORD_ID90279
ORD_ID67618

ORD_ID3487

Consensus

100%:

Conservation
0%

CYP707A3
ORD_ID90279
ORD_ID67618

ORD_ID3487

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A3
ORD_ID90279
ORD_ID67618

ORD_ID3487

Consensus

100%:

Conservation
0%

CYP707A3
ORD_ID90279
ORD_ID67618

ORD_ID3487

Consensus
100%

Conservation
0%

GETAGTGTTE
GETAGTGTTE
GETAGTGTTE
GBTAGTGTTE
GCTAGTGTTC

920

|
TEBEATGGAT TETGAEGTEE
TEBBATGGAT TETGAEGTEE
TAABATGGAT TETGAAGTAR
TAABATGGAT TETGAAGTAR
TAACATGGAT TCTGAAGTAC

AEEEAT 392

ARABAT 392
ABABAT 392
AAACAT

r EEEE
e | [ [ |
o8 | [ [ 1
r EEEE

960

|
TETTGEBGET
TETTGHEAGET
TETTGHEAGET
TETTGEAGET

TCTTGAAGCT

980

|
GTGHEATGETG AcBEGEAEGGE
GTGBAGGETG HGBAGHAAGGE
GTGEBAGGETG HcBAGHAAGGE
GTGABGGETG AcEBEGAAGGE

GTGAAGGCTG AGCAGAAGGC

AATATGTGAT
ABATATGTGAT
AATATATGAT
AETATATGAT

AATATNTGAT

1,000

|
GEABATGHT -
GEARATGHT -
GEARATGHT -
GEANATGAT -

GCAAATGAT -

441
441
441
441

O

- -GGGTGTHA
- -GGGTGTHRA
- -GGGTGTHE
-GGGTGTHAHE
-GGGTGTAA

1,020

|
GAGATEETTC BAEBETGGGEHER
GAGATEATTC AEATGGGEHER
GHGATEATTG BBATGGGEEE
GHGATEATTG BBATGGGEER
GAGATCATTG ACATGGGCAC

1,040

|
ABATEACARA
AEATEAGHEAR
ABATEACARA
AEETEACHEAR

AAATCAGAAA

TATCEEGETRT 489
TATCEEGETT 489
TATCGEECETT 459
TETGEECETT 4589
TATGCCGCTT

1,060

|
ABABATAGAG
ABABATAGAG
ABABATAGAG
ARABATAGAG

ACACATAGAG

1,080

|
TTEATATTAGE GHEGTTTGHGG
TTATATTACGHE GEGTTTGHAGG
TTATATTAGE GAGTTTGAGG
TTEATATTAGE GHEGTTTGHAGG
TTATATTAGA GAGTTTGAGG

BTccEBAGEA
BTGCGEEAGEA
BTcGREAGEA
BrccEBAGERA

ATGGCCAGCA

1,100

|
TRATATETTT 539
TEATATETTT 539
TEATATETTT 539
TEATATETER 539

TCATATCTTT

1,120

|
BcEATTTAGG GHBEGETGTGG TTGATGTTGH TATETEATHERE 559
BcEATTTAGG GHHEGETGTGG TTGATGTTGH TATETEATHEE 539
BcBATTTAGG GHABGETGTGG TTGATGTTGH TATETTATER 589
BcBATTTAGG GHABGETGTGG TTGATGTTGHA TETETTETER 589
CGCATTTAGG GAAGCTGTGG TTGATGTTGA TATCTNATAC
il

1,160

|
BABAGGGTTG
BABAGGGTTG
BABAGGGTTG
BAAAGGGTTG
CAAAGGGTTG

1,180

1,200

| |
GEBGGTEATC BEATTCTTTE GCHABAT-BE ATEATARTEE css
GHAAGGTEATG BEATTGTTTA GGHABAT-AE ATEATAATEE 6ss
GAAGGTEATG BEATTGTTTA GGHABAT-AS ATEATAATEE 65
GARGGTEATG BEATTGTTTE GCARBAT-BE ATEATAATEE os

GAAGGTCATG CCATTGTTTA

GGAACAT-AC

ATCATAATCC
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CYP707A3
ORD_ID90279
ORD_ID67618

ORD_ID3487

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A3
ORD_IDS0279
ORD_ID67618

ORD_ID3487

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A3
ORD_ID90279
ORD_ID67618

ORD_ID3487

Consensus
100%:

Conservation
0%

CYP707A3
ORD_ID80279
ORD_ID67618

ORD_ID3487

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A3
ORD_ID90279
ORD_ID67618

ORD_ID3487

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A3
ORD_IDS0279
ORD_ID67618

ORD_ID3487

Consensus
100%

Conservation
0%

1.2I2Cl

TGAGTTETTE TETGETEERTE BABATTTTGE TEBATETAGG
IGIG llll et
TGAGTTETTE TETG TTTTCA T

TcHGTTETTE IIIGIIIIII BEBATTTTCH IIIIIIIIGG

1,2I40

TGAGTTCTTC TCTGCTCCTC AAAATTTTGA TCCATCTAGG

TTTGAGGTTG
TTTGHGGTTG
G TTTGHEGGTTG
TTTcRGGTTG

TTTGAGGTTG

1

1,260
|

BTEEABAGGE

BTERARACCE

CTCCAAAGGC

TTATACTTTC

1,280

I
ATEBBATTTG
ATABBATTTG
ATEBBATTTG
ATABEATTTG

ATACCATTTG

GEBBABGGAGT
GBBAAGGAGT
GBAAAGGAGT
GEBABBEGGAGT

GCAAAGGAGT

1,300

|
BEATGETTGT
BBATGETTGT
BEATGETTGT
BEATGETTGT

ACATGCTTGT

BETGGABATG
BETGGHEBEATG
BBTGGHBEATG
BETGCBARTG
CCTGGAAATG

A-CTGGAGAT

-BTGGHGHT
BTGGHGAT
-BTGGAGHT
BA-BTGGHGHT

1,3;40

GTTEATTTTG
GTTRATTTTG
GTTRATTTTG
GTTRATTTTG
GTTCATTTTG

ATEEABBATE
ATBEABBATE
ATERABEATE
ATERARRATE
AT

CCACCATC

1,360

|
TEGTCABTAG

TEGTGARTAG TTTH

TrTEEcATcC
BGATGG

1,380

|
GBAGTAGTGG

GBBEGTAGTGG G

GATEABARAG
ATEABAAA

1,400

I
TGGGHTTHAR

G TGGGATTRAR

TBCTCABTAC TTTBECATCG cEAGTAGTGG GATBABEARG TocGATTEER
TEGTGABTAG TTTEECATCG CEAGTGGTGG GATEABEARA ToGGATTEER
TCGTGACTAG TTTCNGATGG GAAGTAGTGG GATCACAAAG TGGGATTCAA
0 I [
1.4}20 1,140
BT - o ol
TRT - - - oLl
BT - - - o loLllllll il
TET - - oLl il
7N
1480
---------- 840
---------- 840
---------- 840
---------- 840

688
688
688
688

738
738
738
738

787
787
787
787

837
837
837
837
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9.3.4 Alinhamento da sequéncia CYP707A4 com as sequéncias homodlogas no

banco de dados genémico, base a base.

CYP707A4
ORD_ID87415
ORD_ID86795
ORD_ID65946

ORD_ID5978
ORD_ID5966

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A4
ORD_ID87415
ORD_ID86795
ORD_ID65946

ORD_ID5978
ORD_ID5966

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A4
ORD_ID87415
ORD_ID86795
ORD_ID65946

ORD_ID5978
ORD_ID5966

Consensus
100%:

Conservation
0%

CYP707A4
ORD_ID87415
ORD_ID86795
ORD_ID65946
ORD_ID5978
ORD_ID5966

Consensus
100%:

Conservation
0%

CYP707M4
ORD_ID87415
ORD_ID86795
ORD_ID65946
ORD_ID5978
ORD_ID5966

Consensus
100%

Conservation
0%

40

|
------------------ =G BAGTTAREAT TEAEAETEAEE lll-------fS
------------------ M- - e o
------------------ B- -------- - e
------------------ TG BAGTTAAAAT TAAABTEARE TTH------- 25
------------------ fc BAGTTAAAAT THBBBTEAAA TTE------- 25
------------------ TG CAGTTAAAAT TAAACTCAAA TTC-------
[ OOOOOAAAAE. AACCCCOneT. A0
60 80 100
| | |
-------------------------------------------------- 25
.................................................. 1
__________________________________________________ 1
__________________________________________________ 1
-------------------------------------------------- 25
-------------------------------------------------- 25
120 140
| |
-------------------------------------------------- 25
.................................................. 1
.................................................. 1
__________________________________________________ 1
-------------------------------------------------- 25
-------------------------------------------------- 25
160 180 200
| | |
-------------------------------------------------- 25
.................................................. 1
.................................................. 1
.................................................. 1
-------------------------------------------------- 25
-------------------------------------------------- 25
2?0
—————————— --- -EFTETH
———————————————— TETA
---------------- TEBTA
---------------- TETA
---------- ----AFTETA
—————————— ----ANTETH
---------- ----CTTCTA

[




CYP707A4
ORD_ID87415
ORD_ID86795
ORD_ID65946

ORD_ID5978
ORD_ID5966

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A4
ORD_ID87415
ORD_ID86795
ORD_ID65946
ORD_ID5978
ORD_ID5966

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A4
ORD_ID87415
ORD_ID86795

ORD_ID65946 HABEEAA
orD_ID5978 EEEEEE

ORD_ID5966

Consensus
100%

Conservation
0%

CYP707A4
ORD_ID87415
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9.4 Alinhamento das CYP707A com banco de dados gendmico (representacao grafica)

Representacdes graficas dos alinhamentos das sequéncias com maior similaridade a cada CYP707A, presentes em

transcriptoma de Fragaria ananassa.

9.4.1 Alinhamento para CYP707A1
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9.4.3 Alinhamento para CYP707A3
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9.5 Peptideo sinal, dominios e regido transmembrana das sequéncias CYP707A

9.5.1 Peptideo sinal

SignalP-5.0 prediction (Eukarya): CYP707A1
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Protein sequence
Representacdo grafica da predicdo de peptideo sinal em CYP707A1 através do SignalP
5.0.
Fonte: SignalPHMM 5.0
SignalP-5.0 prediction (Eukarya): CYP707A2
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Protein sequence
Representagéo grafica da predicdo de peptideo sinal em CYP707A2 através do SignalP
5.0.

Fonte: SignalPHMM 5.0
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SignalP-5.0 prediction (Eukarya): CYP707A3
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Representacdo grafica da predicdo de peptideo sinal em CYP707A3 através do SignalP
5.0.
Fonte: SignalPHMM 5.0
SignalP-5.0 prediction (Eukarya): CYP707A4
1 SP(Sec/SPI) —
cs
OTHER
0.8
z
S 0.4
=%}
o
CSNTQIPSRMTKINRNTEKILGRKKRTSYYPQQYDGSKQRENMEKARGVGEGMAPLSPILISKVLEVHSEV
LN A0 O OF GF O O 45 O OF 4 O OF O 45 O O 4 O O 45 3 OF O 5 O O 4 0 O 40 50 O 4 4 0 O 40 OF 4 O 5 O 4 45 OF O 5 b O 4 O O 4 0 O O 4 O O O 0 O O 0 4 4 O O 4
[ T T T I k I !
0 20 40 60
Protein sequence
Representacéo grafica da predicdo de peptideo sinal em CYP707A4 através do SignalP
5.0.

Fonte: SignalPHMM 5.0
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9.5.2 Regido transmembrana

Probability

TargetP-2.0 prediction (Plant): CYP707A1
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Representacéo grafica da predi¢do de regido transmembrana em CYP707A1 através do TargetP 2.0.

Fonte: TargetP 2.0
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Representacao gréafica da predi¢do de regido transmembrana em CYP707A2 através do TargetP 2.0.

Fonte: TargetP 2.0
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Probability

TargetP-2.0 prediction (Plant): CYP707A3
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Representacdo grafica da predi¢do de regido transmembrana em CYP707A3 através do TargetP 2.0.
Fonte: TargetP 2.0

TargetP-2.0 prediction (Plant): CYP707A4
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Representacao gréafica da predi¢do de regido transmembrana em CYP707A4 através do TargetP 2.0.

Fonte: TargetP 2.0
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9.5.3 Dominios

 Pfam
p450
| ,

Representacao gréfica da presenca do superdominio P450 em CYP707A1 através do.
Fonte: HMMSmart.

Pfam l Pfam
p450 p450

Representacgéo gréafica da presencga do superdominio P450 em CYP707A2, apresentando

a sobreposicdo do dominio, apontando o possivel erro de montagem.
Fonte: HMMSmart.

Pfam

p450

Representagéo gréafica da presenga do superdominio P450 em CYP707A3.
Fonte: HMMSmart.
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9.6 Arvore filogenética
9.6.1 Alinhamento ClustalW — Método Neighbor Joining

Representacfes graficas das arvores filogenéticas onda A representa a
CYP707A1, B representa a CYP707A2, C representa a CYP707A3 e D representa
a CYP707A4

95



9.6.2 Alinhamento ClustalW — Método Maximum Likehood

Representacfes graficas das arvores filogenéticas onda A representa a
CYP707A1, B representa a CYP707A2, C representa a CYP707A3 e D representa
a CYP707A4
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9.6.3 Alinhamento ClustalW — Método Minimum Evolution

Representacfes graficas das arvores filogenéticas onda A representa a
CYP707A1, B representa a CYP707A2, C representa a CYP707A3 e D representa
a CYP707A4

-
©
©
3
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© Facy707a3 0RE

KP162148.
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9.6.4 Alinhamento MUSCLE - Método Neighbor Joining

Representacfes graficas das arvores filogenéticas onda A representa a
CYP707A1, B representa a CYP707A2, C representa a CYP707A3 e D representa
a CYP707A4
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9.6.5 Alinhamento MUSCLE - Método Maximum Likehood

Representacdes graficas das arvores filogenéticas onda A representa a
CYP707Al, B representa a CYP707A2, C representa a CYP707A3 e D representa
a CYP707A4

99



9.6.6 Alinhamento MUSCLE - Método Minimum Evolution

Representacdes graficas das arvores filogenéticas onda A representa a
CYP707Al, B representa a CYP707A2, C representa a CYP707A3 e D representa
a CYP707A4
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9.7 Vetor TRV2 com MCS
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