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RESUMO

SILVA, Verdnica Aguiar da; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Agosto 2010; Determinacdo da estrutura organizacional das vias
MAP KINASES em sorgo, Arabidopsis lyrata e cana-de-acUcar por meio de
andlise de Bioinformatica; Orientador: Goncalo Apolinario de Souza Filho;
Conselheiros: Victor M. Quintana Flores e Jorge Hernandez Fernandez.

A habilidade das plantas em se defender de iniUmeros estresses bidticos e
abibticos e coordenar processos de desenvolvimento esta relacionada a uma
subfamilia das proteinas kinases (PK): MAP Kinases. As MAP Kinases séao
modulos universais de uma notavel rede de sinais de transducédo em eucariotos e
tem sido relacionada na literatura a uma bem sucedida histéria de conservacao
evolucionaria de genes. Estudos com MAP Kinases, em A. thaliana, revelaram
que componentes destas familias estdo distribuidos em 4 clados (A, B, C e D).
Em plantas, papéis biolégicos tém sido associados a mddulos MAP Kinases que
pertencem a um mesmo clado. Entretanto, questdes relacionadas ao processo de
expansao, duplicacdo e caracterizacdo destas vias em plantas ainda nao estéao
claras. No presente trabalho, teve-se por principal objetivo, identificar os
componentes MAP Kinases (médulos MKKs e MPKs) em sorgo, cana-de-agucar e
A. lyrata e verificar se a estrutura organizacional destas vias segue 0 mesmo
padrdo previamente estabelecido para A. thaliana, arroz e alamo. Nossas analises

identificaram componentes MPKs e MKKs a partir dos bancos de dados publicos,
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onde foram obtidas 16, 13 e 20 MPKs e 13, 5 e 10 MKKs em sorgo, cana-de-
acucar e A. lyrata, respectivamente. Eventos de expanséo, observados no clado
D de MPKs nestas trés espécies reforcam evidéncias de duplicacbes de genes
MPKs que ocorreram antes da divergéncia entre monocotiledbneas e
dicotileddneas, enquanto outras, aparentemente, ocorreram posteriormente, como
pode ser observado no grupo de genes MPK21l. A andlise filogenética e o
alinhamento conjunto das sequéncias MPK12 permitiram observar uma
particularidade para este grupo de genes em todas as espécies analisadas. Estas
proteinas apresentam a assinatura PK, —DLR-, atipica para estas familias de
genes. Com relacdo aos moédulos MKKs, nossas andlises também permitiram
observar que, em sorgo, cana-de-agucar e A. lyrata, modulos MKK3 também sé&o
caracterizados pelo fato de possuirem um dominio NTF (“Fator de Transferéncia
Nuclear”) e sdo 0s Unicos constituintes do clado B de MKKs. Além disso, foi
possivel observar que proteinas MPKs/MKKs de A. thaliana e A. lyrata nao
apresentam divergéncias evolutivas significativas. Por meio desta abordagem,
também foi possivel identificar componentes MPK/MKKs que sao exclusivos de
plantas dicotiledéneas, permanecendo monofiléticos ao longo do processo
evolutivo. Em conjunto, os dados obtidos permitiram concluir que a organizagéo
das vias de MPKs/MKKs nas trés espécies analisadas segue o modelo proposto
inicialmente em A. thaliana, arroz e alamo e que estas familias de genes
continuam se expandindo, dando origem ao grupo de genes MPK21 do clado D.
Entretanto, os dados sugerem uma futura confirmacé&o in vitro e acredita-se que
os resultados derivados desta abordagem devem ajudar a nortear os atuais
trabalhos desenvolvidos nestas espécies em respostas a inumeros estresses

ambientais



ABSTRACT

SILVA, Veronica Aguiar da; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; August 2010; Determination of the organizacional structure of the
routes of MAP KINASES in Sorghum Bicolor, Arabidopsis lyrata and sugarcane
using analysis of Bioinformatics; Advisor: Goncalo Apolinario de Souza Filho;
Committee members: Victor M. Quintana Flores e Jorge Hernandez Fernandez

The ability of plants to defend themselves from innumerable biotic and
abiotic stresses, and coordinate development processes, is related to a subfamily
of kinases proteins (PK): MAP Kinases. The MAP Kinases are universal modules
of a remarkable signal transduction network in eukaryotes and have been related
on the literature to a successful history evolutionary conservation of genes.
Studies with MAP Kinases, in A. thaliana, revealed that components of these
families are distributed across 4 clades (A, B, C e D). In plants, biological roles
have been associated to MAP Kinases modules that belong to a same clad.
However, issues relatedto the process of expansion, duplication and
characterization of these routes in plants are not yet clear. The present work had
as main goal, to identify the components MAP Kinases (modules MKKs and
MPKs) in sorghum bicolor, sugarcane and A. lyrata and to verify if the
organizational structure of these routes follows the same pattern previously
established for A. thaliana, rice and poplar. Our Analysis identified the components
MPKs and MKKs, from public databases, where 16, 13 and 20 MPKs and 13, 5
and 10 MKKs in sorghum bicolor, sugarcane and A. lyrata, were obtained

respectively. Expansion events, observed in clad D of MPKs in these 3 species,
Xi



reinforce evidence of MPKs genes duplications that occurred previous to the
divergence between monocotyledonsand dicotyledons, while others, apparently,
occurred later, as can be observed in MPK21 genes group. The phylogeny
analysis and the conjunct alignment of MPK12 sequences allowed observing a
particularity to this group of genes in all analyzedspecies. These proteins show the
PK signature,-DL R-, atypical for those gene families. In relation to the MKKs
modules, our analysis also allowed to observe that, in sorghum bicolor, sugarcane
and A. lyrata, MKK3 modules are also characterized by the fact of having a
domain NTF (“Nuclear Transfer Factor”) and are the only constituents of clad B of
MKKs. Furthermore, it was possible to observe that MPKs/MKKs proteins of A.
thaliana and A. lyratado not present signifying evolutionary divergence. Through
this approach, it has been also possible to identify MPK/MKKs components that
are exclusive of dicotyledons plants, remaining monophyletic along the
evolutionary process. Together, the data obtained allowed to conclude that the
organization of MPKs/MKKs routes in the three analyzed species, follow the model
originally proposed in A. thaliana, rice and poplar and that those genes families
are still expanding, giving origin to the group of genes MPK21 of clad D. However,
the data suggest a future confirmation in vitro and it is believed that the results
derived from this approach, should help to guide the current works developed in

these species in response to innumerable environmental stresses.
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1. INTRODUCAO

A habilidade das plantas em se defender de iniUmeros estresses bidticos e
abidticos tem sido relacionada a uma notavel rede de sinalizagdo de proteinas,
que atuam num processo de fosforizacdo em cascata. Dentre as familias de
proteinas envolvidas neste complexo mecanismo de defesa, destacam-se as
proteinas da familia kinase ativadas por mitogénese (MAP Kinases). As MAP
Kinases em plantas podem ser do tipo MAP Kinase Kinase Kinase (MKKK), que
fosforilam proteinas kinases do tipo MAP Kinase Kinase (MKK), que por sua
ativam as MAPKs (MPK). Pesquisas com MAP Kinases tém sido relacionadas a
varias respostas a estresses bioticos e abidticos, respostas a hormonios,
proliferacéo celular, diferenciacdo e a varias respostas programadas e adaptativas
em eucariotos (Rodriguez et al., 2010; Nakagami et al., 2005).

Pesquisas tém revelado que MAP Kinases sao modulos universais de
uma notavel rede de sinais de transducdo em eucariotos e tem sido relacionada
na literatura a uma bem sucedida histdria de conservacao evolucionaria de uma
familia de genes e seus componentes sao codificados por componentes
altamente conservados (Hamel et al., 2006). Estudos realizados com o pequeno
genoma da A. thaliana revelaram 60, 10 e 20 genes MKKKs, MKKs e MPKs,
respectivamente, e definiram uma nomenclatura sistematica para esta familia de
genes (MAPK Group, 2002). Posteriormente, esta nomenclatura foi considerada
suficientemente robusta para ser estendida a 21 sequéncias MPKs de alamo e 15

de arroz (Hamel et al., 2006). Embora tenham sido observadas variacfes neste



padrdo em outras espécies, a ado¢cdo de uma nomenclatura Unica parece ser
apropriada para estabelecer um modelo de anotagdo para estas proteinas que
compbe a arquitetura dos modulos MPKs/MKKs em eucariotos. A analise
filogenética feita com MAP Kinases de A. thaliana e seus ortélogos em arroz e
alamo situou os membros destas familias em 4 clados (MAPK Group, 2002;
Hamel et al., 2006). Pesquisas tém associado moédulos MPKs/MKKs situados em
clados especificos a inameros processos fisiolégicos em plantas (Bardwell et al.,
2009; Wang et al., 2008; Qiu et al., 2008; Seo et al., 2007; Brodersen et al., 2006).

A cana-de-acucar e 0 sorgo sao espécies proximas na escala evolutiva.
Pesquisas tém se dedicado a um melhor entendimento da fisiologia, metabolismo
e genética dessas duas espécies de plantas e tém demonstrado que o genoma de
uma espécie pode ser estudado por meio do entendimento do genoma de
espécies proximas. O alto grau de conservacdo do conjunto génico (sintenia)
entre espécies de Gramineas (co-linearidade) tem sugerido que caracteristicas
identificadas em espécies com genomas grandes e complexos (neste caso, a
cana-de-acucar) poderiam ser dissecadas pelo isolamento dos mesmos genes em
espécies relacionadas com genoma pequeno (neste caso, o sorgo) (Albino et al.,
2006; KUITTINEN, H. et al., 2004). Dessa forma, a inclusdo de dados
provenientes do genoma do sorgo é uma estratégia para um melhor entendimento
da organizacao estrutural dos componentes MAP Kinases que foram identificados
em cana-de-acucar a partir do banco de transcritoma do SUCEST
(http://lwww.sucest-fun.org), constituindo, portanto, o principal objetivo neste
trabalho.

Como espécie modelo de Gramineas, o pequeno genoma do sorgo
(Sorghum bicolor L., 760 Mpb) é também o complemento l6gico mais proximo do
genoma de arroz (Oryza sativa, 440 Mpb), que encontra-se, atualmente,
totalmente sequenciado (Kresovich et al., 2005). A mesma estratégia foi utilizada
neste trabalho para a identificagdo das MAP Kinases em A. lyrata (genoma
grande), uma vez que o genoma de A. thaliana (genoma pequeno) tem sido
bastante estudado.

Bancos de expressado tém auxiliado diversas pesquisas na elucidagéo do
papel biolégico desempenhado pelos componentes MPKs e MKKs dentro do

contexto de plantas superiores (Zhou, C et al., 2009; Guo et al., 2004).



Recentemente foram observados diversos componentes predominantes
de MAP Kinases em A. thaliana e pesquisas sugerem a necessidade de se focar
na identificacdo de substratos de MAP Kinases e compreender como esta
especificidade € alcancada entre as rotas da sinalizacdo de MAPKs (Rodriguez et
al., 2010; Erik et al., 2009).

No presente trabalho, almejou-se ampliar a visdo acerca do grau de
conservacao e diversidade estrutural em modulos MPKs/MKKs de plantas. Dentro
deste contexto, uma analise conjunta desses componentes identificados em
sorgo, cana-de-acucar e A. lyrata e a comparacdo com os modulos MPKs/MKKs
ja identificados em A. thaliana, 4lamo e arroz ajudam a descrever um cenario
comparativo que permite discutir algumas questdes que, até o momento, néo
estavam claras. Como objetivo geral, espera-se definir se a organizacdo destas
vias seguem 0s mesmos padrdes ja identificados em outras espécies. Dessa
forma, pretende-se com este estudo, identificar, por meio de andlise in silico, os
componentes MPK/MKK a partir dos bancos de dados gendémicos publicos de
sorgo (JGI, 2010) e A. lyrata (JGI,2010), e do banco de transcritos da cana-de-
acucar de agucar — SUCEST (SUCEST, 2010). Além disso, almeja-se discutir
melhor o grau de conservacdo estrutural dos membros para estas familias de
genes e gerar a arvore filogenética para MPKs e MKKs de cana-de-acucar, sorgo
e A. lyrata em conjunto com A. thaliana, arroz e alamo, como o objetivo de
averiguar se, para o primeiro grupo de plantas, seguem ou ndo 0S MesMos
padrées ja identificados para os segundos. Deseja-se também promover uma
melhor discussao a respeito da expansao observada no clado D do conjunto de
modulos MAP Kinases de cana-de-agucar, sorgo e A. lyrata, também observados
no genoma de alamo, arroz e A. thaliana, onde algumas questdes permaneceram
obscuras. Além disso, pretende-se investigar o conjunto de componente MAP
Kinases que permaneceram monofiléticos e, portanto, estdo presentes apenas no
genoma de plantas dicotiledbneas e sua relacdo com o0s diversos processos
biolégicos por meio de investigagdo em banco de dados de expressdo. Dessa
forma, deseja-se estabelecer o grau de divergéncia/similaridade identificados em
modulos MPKs/MKKs nas espécies monocotiledéneas e dicotiledbneas
analisadas neste trabalho. Também objetiva-se neste trabalho identificar se cana-
de-agucar, sorgo e A. lyrata possuem o omponente MKKS3, que preserva o fator

de transcricdo NTF identificado em ortélogos de A. thaliana, arroz e alamo
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(Hamel, 2006) e confirmar as suspeitas de que moédulos MKK3 constituem os
anicos membros que formam o clado B das MKKs em plantas. Além disso, neste
estudo também objetiva-se verificar se Arabidopsis (thaliana e lyrata) apresentam
peculiaridades em relacdo aos seus componentes MAP Kinases.

A determinagao da estrutura organizacional das vias de sinalizagao de
proteinas kinases ativadas por mitogénese em cana-de-acglcar, sorgo e A. lyrata
por meio de andlise “in silico” e os resultados decorrentes desta pesquisa
sugerem uma futura confirmacao “in vitro”. Acredita-se que o0s resultados
derivados desta abordagem devem ajudar a nortear os atuais trabalhos
desenvolvidos nestas espécies em respostas a inUmeros estresses ambientais,
além de servir de estimulo para a caracterizacéo “in silico” desta importante via de
sinalizacdo em plantas superiores, minimizando significativamente os custos de

pesquisa.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. As vias de sinalizacdo em plantas

A comunicacdo célula-ambiente e célula-célula (vias de transducdo de
sinais) é crucial para o desenvolvimento de organismos eucariotos. Plantas
respondem a estimulos enddgenos e exdgenos, ativando uma rede de sinalizacao
celular que compreende: sensores e sinalizadores de calcio, sinalizadores de
acucar, respostas hormonais, cascatas de fosforilacdo e proteinas, que
desempenham papéis especificos na coordenacdo de respostas celulares na
fisiologia da planta, no seu desenvolvimento e processos de defesa e
diferenciacao (Rodrigues, 2010). Embora recentes pesquisas tenham permitido a
identificacdo de muitas rotas de sinalizacdo, pouco ainda se conhece sobre a
integrac&o dos processos de sinalizacdo em plantas (Erik et al., 2009).

Proteinas da familia kinases desempenham um importante papel dentro
do processo de resposta utilizado por plantas e animais. Muitas kinases foram
descobertas desde o inicio dos anos 80 e estima-se que o genoma humano
apresente aproximadamente 2000 kinases (Bridges, 2002). As proteinas kinases
sdo a maior familia de proteinas em eucariotos (Manning, 2002) e sdo a chave
central de comunicagédo no controle intracelular, regulagéo e transdugé&o de sinais.
O processo de fosforilacdo e desfosforilacdo de proteinas € catalisado por kinases
e fosfatases, respectivamente, e muitos processos de transducdo de sinais
dependem de tal mecanismo reversivel (Mehta et al., 2007). Dentro deste
contexto, destacam-se as proteinas da grande familia das kinases: as MAP



Kinases. Em todos os eucariotos, vias de sinalizagcdo composta por MAP Kinases
(Proteinas Kinases Ativadas por Mitogénese) funcionam como centros
regulatorios do crescimento, morte, diferenciacdo, proliferacdo celular e na
fisiologia de horménios, bem como na sinalizacdo de estresses bidticos e
abidticos (Erik et al., 2009; Nakagami, 2005). A organizacdo hierarquica dessas
trés classes de kinases funcionalmente relacionadas (MKKKs, MKKs e as MPKS)
permite que estas proteinas operem como transmissores de sinais capazes de
eficientemente amplificar, integrar e canalizar informacdes entre o ambiente
celular e os centros metabdlicos e de transcricdo das células animais e vegetais
(Rodrigues, 2010). Os mecanismos regulatorios incluem véarios fendmenos que
vao desde alteracbes quimicas e estruturais da proteina até o controle do
processo de transcricdo. Por este motivo, um detalhado entendimento das vias de
sinalizacdo que envolve as proteinas kinases, com especial interesse na
subfamilia MAP kinases, é foco de interesse de muitas pesquisas. Entretanto, até
0 presente momento, apenas alguns agentes envolvidos no processo de

desativacdo de MPKs sao conhecidos (Erik et al., 2009).

2.2. Vias MAP Kinases

As MAPKs foram primeiramente descobertas em 1986 a partir de
experiéncias com células animais por Sturgill e Ray (Sturgill, 1986). A primeira
proteina foi inicialmente denominada microvolt e, posteriormente, associada a
proteina-2 kinase (MAP-2 kinase). Mais tarde, estas kinases foram relacionadas a
processos de mitogénese, envolvendo a fosforizacdo de residuos de tirosina e, a
partir de entdo, renomeadas mitogen-actived protein kinase (MAP kinase)
(Rossomando, 1987).

O sequenciamento de genomas, tais como o0 de Arabidopsis thaliana,
revelaram trés classes de kinases ativadas por mitogénese que operam como
sinalizadores em cascata: as MKKKs (ou MKKKS ou MEKKSs — acronimo de MAP
kinase kinase kinase), que fosforilam MKKs (ou MKKs ou MEKs — acr6nimo de
MAP kinase kinase), que fosforilam MPKs (ou MPKs - acrénimo de MAP kinase),
que fosforilam outros substratos das vias de sinalizacdo (Erik et al., 2009;

Nakagami, 2005). A cascata MAPKs consiste no minimo nestes moédulos de



componentes (MAPKKK ->MAPKK - MAPK) que formam uma combinacéo de
conexdes entre eles.

Analises bioguimicas e genéticas apontam para uma rede complexa, na
qual kinases de um nivel podem ser ativadas por mais de uma kinases do nivel
acima, inclusive em espécies distantes filogeneticamente (Rodrigues, 2010). Ha
também evidéncias de que atividade de MAP kinases pode ser influenciada por
proteinas acessérias (Mapes, 2004; Levchenko, 2000; Whitmarsh, 1998) e
proteinas fosfatases (Stephen, 2000). Estas proteinas, por sua vez, podem ser
ativadas por kinases, 0 que torna o sistema ainda mais complexo (Ver Figura 1).

As diferentes possibilidades de resposta nas vias de transducéo sé&o
atribuidas ndo s6 a duracédo e intensidade de estimulo, mas também a interagéo
com as vias paralelas de sinalizacdo. Além disso, a existéncia de multiplos genes
codificando cada uma das trés kinases, bem como as proteinas que, através da
interagcdo com estas kinases, modulam a propagacéo do sinal, confere uma
complexidade adicional a via em organismos superiores. (Bardwell et al., 2009;

Peyssonnaux e Eychéne, 2001).

Sinal
Extracelular

Membrana
Plasmatica

Fatores de
transcricao

Nucleo

Figura 1. Esquema ilustrativo da cascata de ativacdo de vias MAP Kinases
adaptado de (Tim et al., 2002).



2.2.1. Caracterizacdo dos componentes MAP Kinases

As cascatas de MAP Kinases consistem dos modulos: MKKK, que ativam
MKKs, que por sua vez vao ativar as MPKs , formando uma combinacédo de
conexdes entre eles. Os membros destas familias de proteinas possuem uma
espécie de “assinatura”, que faz com que moddulos individuais sejam agrupados
dentro de uma familia especifica e podendo ser, dessa forma, caracterizados. Um
aspecto interessante é que muitos dominios especificos, que caracterizam estas
familias de genes se mantiveram altamente conservados durante 0 processo
evolutivo, numa ampla variedade de espécies, inclusive na espécie humana
(Widmann, 1999). Toda proteina pertencente a grande familia kinase possui uma
assinatura PK (DxK), descrita at¢é o momento na literatura, que a caracteriza
(Hamel et al., 2006; MAP Group, 2002). A assinatura (DxK) é comum as proteinas
da grande familia das kinases, onde x representa um dos aminoacidos leucina,
isoleucina ou valina (L, | ou V), respectivamente posicionados numa regiao
especifica (MAP Group, 2002). As proteinas da familia kinase ativadas por
mitogénese (MAP Kinases) constituem uma subfamilia das proteinas kinases e
possuem, além do “motivo” DxK, outras assinaturas especificas, que permitem
com que sejam identificadas como componentes especificos MKKK, MKK ou

MPK, conforme descrito a seguir.

a) Proteinas do Médulo MPKs

Os componentes MAPKSs diferem no comprimento de sua al¢a T (alca de
ativacdo) e na identidade do aminoacido que separa os residuos ativadores (Thr -
treonina e Tyr- tirosina) que s&o: Glutamato (E) , Glicina (G), Prolina (P) e Acido
Aspartico (D). Sendo assim, a maioria das MAPKs de plantas, incluindo os genes
de Arabidopsis, contém o motivo TEY (Treonina - &cido glutamico -Tirosina) ou
TDY (Treonina- &cido aspértico- Tirosina) no seu dominio de ativacao, semelhante
ao observado em mamiferos e leveduras (HIRT, 2000). Porém, em mamiferos e
leveduras foram identificados dominios de ativacdo TGY (Treonina - Glicina -
Tirosina) e TPY (Treonina - Prolina -Tirosina), ainda néo identificados em plantas
até o momento (Rodrigues, 2010; Ichimura, 2002).

As MPKs em plantas se organizam em quatro diferentes grupos (A,B,C e

D), muito embora haja algumas redundancias funcionais entre eles (Ichimura,



2000; Jonak, 2002). A inspecao na estrutura priméria das MPKs em plantas revela
gue seus dominios cataliticos sdo altamente conservados, porém compartilham
pouca identidade na regido N-terminal. Esta caracteristica indica que MPKs
diferentes reconhecem substratos distintos. As MPKs ativadas, por sua vez,
podem fosforilar alvos citoplasméticos ou fatores de transcricdo no ndcleo da
célula (Zhou C, 2008; Kolch, 2000).

As proteinas MPKs sao o ultimo componente ativado pela cascata de

proteinas de fosforilacdo da familia de proteinas MAP kinases.

b) Proteinas do Médulo MKKs

Os componentes MKKs sédo proteinas que ativam as proteinas MPKs. As
MKKs fosforilam MPKs nos residuos de treonina e tirosina (sequéncias Thr-X-Tyr)
por meio de dupla fosforilacdo. Estes residuos estdo localizados na alca de
ativacdo da MPK (também chamada alca T; Elsen e Davis, 2001).

Existem 10 MKKs putativas codificadas no genoma de arabidopsis, isto €,
Io numero de MKK & metade de MPKs em arabidopsis. Provavelmente, nesta
espécie, as MKKs ativam multiplas MPKs e o cruzamento de varias rotas de sinais
de transducdo se concentra neste nivel da cascata de MAP Kinases em plantas.

(Rodrigues, 2010; Mishra, 2006). Ver Figura 2.

CONVERGENCIA

L_I‘“ . RECEPTORES OE
, : . MEMBRANA

20 MPKs
Nicleo de transcrigio da célula
{transcricdo de genes especificos)

Figura 2. Convergéncia da cascata de ativacdo: A camada intermediaria da
cascata (nivel MKK) concentra a maior parte dos sinais
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Assim como as MPKs, componentes MKKs em plantas se organizam em quatro
diferentes clados (A,B,C e D). A sequéncia do sitio de fosforilacdo de MKKs em
plantas é diferente das kinases de mamiferos. As MKKs em plantas tém
sequéncias consenso S/TxxxxxS/T, enquanto enzimas de mamiferos tém
S/TxxxS/T, sendo T o aminoacido treonina, S representando o aminoacido serina
e X que pode ser qualquer aminoacido. As MKKs tém sido observadas como
sendo as menos numerosas da familia das kinases ativadas por mitogénese em

plantas (Rodrigues, 2010).

c) Proteinas do Mddulo MKKKs

As vias MKKKs sao caracterizadas por serem enzimas que possuem 0
“motivo” (assinatura) serina/treonina. Tais regides sao ativadas em resposta a
estimulo extracelular, apos fosforilagdo por kinases, ou através de interacdo com
proteinas ligadoras de GTP monoméricas (proteinas G) da familia Ras ou Rho
(Elsen e Davis, 2001).

As MKKKs de plantas apresentam estruturas primarias diferentes e,
ainda, pouco se conhece sobre a estrutura de seus dominios conservados que
permitam uma efetiva caracterizacdo “in silico”. Evidéncias apontam que nem
todas MKKKs ativam as MKKs por fosforilagéo nos residuos de serina/treonina na
sequéncia conservada (motivo) S/T x3ou5 S/T (Rodrigues, 2010; Hirt, 2009).
Embora as familias das MKKKs formem um grande e heterogéneo grupo da rota
de componentes MAP Kinases, poucos trabalhos tém demonstrado a efetiva
fosforilacdo de MKKs especificas por MKKKs. Em arabidopsis thaliana ja foram
identificadas cerca de 60-80 genes que, possivelmente, funcionam como MKKKs.
Sessenta destas kinases, em arabidopsis, ja foram relacionadas e podem ser
divididas em dois grandes subgrupos: - as MKKKs do tipo MEKK, para as quais
existem evidéncias de que elas funcionam como MKKKs em plantas; e as do tipo
RAF, para as quais evidéncias de que elas funcionam como MKKKs ainda sao
poucas (Rodrigures, 2010). Além disso, uma MKKK (AtMKKK1) pode interagir
diretamente com a AtMPK4 in vitro, sugerindo que esta MPKKK pode ser
multifuncional, ou seja, pode operar na cascata AIMKKK1->MKK1/2->AtMPK4 ou
diretamente na cascata AIMKKK1->AtMPK4 (Miao et al., 2007; Ichimura et al.,
1998).
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As figuras 3 e figuras 4a e 4b ilustram as principais regides (motivos)
identificadas para proteinas da familia de MAP Kinases, situando os méddulos
MAP Kinases (MPK/MKK e MKKK) como uma subfamilia das proteinas kinases
(PK). Como pode ser observado, ainda nao existe um consenso sobre as regifes

conservadas para médulos MKKKs.

KINASE

s DLK
Regites

d DIK

conservadas . .

e  MKK MKKK
a . Bl SesesTR)
\ [ U STeesT
I' [a,L;%?D;uT;?rTTP? ,| J Em plantas 77

/ vTeAlTChvFIMISAGIPER(IL] ',,J

Figura 3. Sitios especificos que caracterizam as proteinas da grande familia
kinase e das subfamilias das kinases: MAPK e MKKs. Onde as letras (p) se
referem as plantas, (a) animais e (L) leveduras.
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- ' D — acido aspartico
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_________ K- lisina
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Figura 4. WebLogo (Crooks et al.,, 2004) llustra as assinaturas de consenso
conservadas nos dominios cataliticos de plantas da familia kinase. O alinhamento
foi feito com o ClustalW2, onde séo ilustrados (A) Motivos MPKs: dominio kinase
DxK + dominio TxY, especifico de MPKs; (B) Motivo MKKs (dominio kinase DxK
+ dominio MKK S/TxxxxxS/T especifico de MKK em plantas. A regido em
destaque representa a regido conservada e 0s numeros abaixo representam a
frequéncia relativa de cada residuo.
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2.3. Constituicao das vias MAP Kinases em Plantas

Para um melhor entendimento deste topico, faz-se necessario abordar as
definicdes referentes a genes homadlogos, ortélogos e paralogos, também crucial
para o entendimento deste projeto de pesquisa.

2.3.1. Definicdo de Ortologia e Paralogia

Apos a conclusdo do sequenciamento de varios genomas, a pesquisa
genOmica tem se preocupado com a comparacdo entre genes de diferentes
espécies, numa tentativa de estabelecer uma relacdo funcional e evolutiva entre
eles. A historia da evolucao dos genes baseia-se em alguns eventos elementares,
a saber: descendéncia vertical (especiacao), duplicagdo génica, perda de genes,
transferéncia horizontal de genes, fusao, fissdo e outros rearranjos genéticos (Yu
et al., 2005; Gu et al., 2005).

A especiacdo e a duplicacdo génica, contudo, sdo os mais relevantes e
servem de base para a classificacdo de dois importantes conceitos em genética: a
ortologia e a paralogia. Esses dois sdo casos particulares de homologia entre
genes. Dois genes sao considerados homodlogos se tém a mesma origem
evolutiva. Dois genes homologos, originados por um evento de especiacdo séo
ditos ortélogos, ao passo que dois genes originados por duplicacdo dentro do
mesmo genoma sao denominados paralogos. Tal similaridade deriva de um
processo de duplicacdo génico ocorrido antes da existéncia de cada uma dessas
espécies, ou seja, no ancestral comum a todas elas (Jouannic et al., 1999;
Jouannic et al., 2001). Na Figura 5 ilustra-se melhor esta definicdo, que é de
suma importancia para as discussdes propostas neste trabalho.
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Homologia

Ortologia

Paralogia

Figura 5. llustracdo de homologia, ortologia e paralogia de genes. Os genes A sao
ortdlogos e estdo em espécies diferentes. O gene B é derivado do gene A por
evento de duplicagdo no mesmo genoma, portanto, representam casos de
paralogia de genes. Tanto a ortologia quanto a paralogia sdo casos especiais de
homologia de genes.

2.3.2. Determinacdo da estrutura organizacional dos modulos MPKs/MKKs

em alamo e arroz por meio de analise in silico

Estudos das familias MAPKs e MKKs tém sido amplamente realizados em
Arabidopsis, motivando, inclusive, a ado¢do de uma nomenclatura Unica para 0s
componentes individuais destas familias de genes (MAPK GROUP, 2002). Outros
grupos tém sugerido a extensdo da nomenclatura proposta para Arabidopsis,
como suficientemente robusta para ser estendida para caracterizacdo e
padronizacdo dos genes dessas familias também para outras espécies (Hamel et
al., 2006). No estudo desenvolvido por Hamel, feito com proteinas MAPKs e
MKKs em Arroz (Oryza sativa), Alamo (Populus trichocarpa) e Arabidopsis
thaliana, confirma que, nas trés espécies analisadas, dominios especificos se
mantiveram altamente conservados nestas familias de genes. Em Arabidopsis,
por exemplo, ja foram identificados 20 (vinte) genes que codificam 20 MAPKs e

10 (dez) que codificam MKKs comparadas com 6 (seis) MAPKs e 6 (seis) MKKs
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em leveduras e 10 (dez) MAPKs e 7 (sete) MKKs em humanos (Hamel et al.,
2006). Estudos de filogenia tém situado MPKs e MKKs dentro de 4 clados (A-D)
(Hamel et al., 2006) . A figura 6 e 7 ilustram o resultado dos estudos de filogenia
desenvolvidos por Hamel, feito para estas espécies. Um estudo similar foi

proposto neste trabalho para cana-de-acgucar, sorgo e A. lyrata.
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Figura 6. Arvore filogenética das vias MPKs em arroz, alamo e arabidopsis
(Hamel et al., 2006).

A analise funcional e consultas a bancos de expressao disponiveis tem
revelado que, apesar do alto nivel de conservacao estrutural destas familias de

genes, frequentemente membros individuais (ortélogos em outras espécies)
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desempenham papéis distintos, embora algum nivel de redundancia funcional
seja também observado (Rodrigues, 2010; Erik et al., 2009; Hamel et al.., 2006;
Feilner, 2005; Sterck, 2005; Jonak, 2002).

Uma andlise filogenética inicial das familias de genes que codificam as
trés classes de kinases, no genoma de Arabidopsis, sugere que algumas destas
familias podem ser maiores ou menores comparadas a outras espécies (Mapk
Group, 2002; Hamel et al., 2006).
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Figura 7. Arvore filogenética das vias MKKs em arroz, alamo e arabidopsis
(Hamel et al., 2006).

2.3.3. Padrbes de ativacdo de MAP Kinases em planta s

O entendimento de como funcionam méddulos MAP Kinases em plantas
superiores muito se deve a pesquisas realizadas com A. thaliana, cujos
componentes MPKs, MKKs e MKKKs ja foram praticamente todos identificados.
Entretanto, até o momento, o conhecimento sobre a cascata de MAP Kinases é

obtido, principalmente, em espécies dicotiledbneas, com énfase em pesquisas



18

realizadas em A. thaliana, havendo ainda poucos estudos neste campo com
monocotileddéneas (Rodrigues et al., 2010). Boa parte dos trabalhos tém se
concentrado no entendimento de como estas vias funcionam e como séo ativadas
e, a maior parte das informacfes disponiveis, atualmente, se concentram em
interagcbes MKKs—>MPKs. (Erik et al., 2009; Rodrigues, 2010).

O grupo A das MKKs em A. thaliana inclui a MKK1, MKK2 e MKK6, que
interagem e fosforilam mudltiplas MPKs em arabidopsis (Rodrigues et al., 2010;
Erik et al., 2009). Varios estudos tém mostrado a importancia da MKK1/2 na
sinalizacdo de respostas a patdgenos (Brader et al., 2007; Gao et al., 2008; Qiu et
al., 2008) e a fatores abidticos, tais como frio e salinidade (Teige et al., 2004; Xing
et al., 2004). Entretanto, estes estudos tem sido focados na cascata
MEKK1->MKK1/2->MPK4 e/ou MPK6. O terceiro membro do grupo A de MKKs,
MKK®6, tem sido relacionado em plantas, a divisdo celular. Pesquisas tém
demostrado que ortdlogos do MKK6 em Nicotiana tabacum (tabaco) e Medicago
sativa (alfava), o NtMEK1l (NtNQK1l) e o MPK13/NRK1, respectivamente,
desempenham papel central na citocinese (Nishihama, R, et al., 2002; Bogre, L.
1999). Outras interagdes in vitro também foram registradas, onde a MKK1/2 utiliza
outras MPKs como substrato. A Figura 9 mostra estas interacées na parte
superior (nas setas em azul). As MPKs (MPK1, MPK2, MPK3, MPK4 e MPKG6) tém
sido estudadas extensivamente e pesquisas tém demonstrado que estes
componentes estdo envolvidos numa gama de estresses bidticos e abidticos
(Mishra et al., 2006; Teige et al., 2004; Asai et al., 2002; Yuasa et al., 2001;
Ichimura et al., 2000). Outros estudos tém demonstrado que em A. thaliana os
genes MPK1 e MPK2 sao ativados por JA, ABA e H;0,. A duplicacdo de genes
tem sido registrada para A. thaliana (Ermolaeva et al., 2003; Sterck et al., 2005;
Yu et al., 2005). Em A. thaliana, estudos relatam o envolvimento do gene MPK4
na sinalizacdo de SA (Acido Salicidico) durante respostas imunes (Brodersen et
al., 2006; Petersen et al., 2000). Pesquisas em leveduras tém revelado que os
componentes MPK1, MPK2, MPK7 e MPK14 séo substratos da MKK3 na cascata
MKK/MPK (Doczi et al., 2007). Em A. thaliana, tanto o gene MKK1 quanto o
MKK2 tém sido relacionados como mediadores de resposta imune e associam
AtMKK1 a resposta a estresse oxidativo, frio e alta salinidade (Qiu et al., 2008-1;
Meszaros et al.,, 2006; Teige et al., 2004). Ainda em A. thaliana, estudos tém

demonstrado que a MKK1 atua na cascata de ativacdo da MPK4 (Qiu et al., 2008-
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2; Ichimura et al., 1998) e que os mdédulos MKK1->MPK6 regulam o metabolismo
H.,O, através da enzima CAT1 (Xing et al., 2008). Um mesmo médulo MKK é
utilizado em varias rotas, ativando MPKs diferentes, o que tem sugerido que uma
mesma MKK pode funcionar em varios médulos MPKs diferentes (Rodriguez et
al., 2010). Em A. thaliana, o gene MKK4 esta associado a respostas a patdgenos
mediadas por SA e no desenvolvimento e diferenciagcdo de estbmatos; e o gene
MKK5 a abscisdo do 6rgéo floral (Wang et al., 2007). Ainda em A. thaliana, os
genes MKK7 e MKK9, que pertencem ao clado D, possuem residuos de acido
aspartico em um dos sitios de fosforilagdo conservados, o que sugere que estas
kinases sdo autoativadas (Cardinale et al., 2002). A proteina MKK9 associada a
biossintese do etileno (Zhou et al.,, 2009) e a MKK7 tem sido relacionada ao
transporte polar de auxinas e a resisténcia basal e sistémica (Zhang et al., 2007).
A Figura 8 ilustra um panorama geral da cascata de fosforilagcdo in vitro e in
planta de modulos MKK->MPKSs.

O componente MKK3 representa o grupo B das MKKs e € caracterizado
por possuir uma estrutura unica para membros MKKs em plantas superiores. Esta
familia de genes é distinta por possuir uma extensdo C-terminal relacionada, em
eucariotos, a fatores de transferéncia nuclear. A proteina MKK3 esta envolvida
na sinalizacado ativada por patdgenos e por horménios (Doczi, R. et al., 2007,
Takahashi, F. et al.,, 2007). Estes papéis sdo provavelmente mediados pela
habilidade da MKK3 de interagir com um gama de MPKs (ver Figura 8) (Lee et al.,
2008; Doczi, R. et al., 2007)

O grupo C das MKKs em A. thaliana € composto pelos componentes
MKK4 e MKK5 que sdo paralogos e que interagem com as MPKs paralogas
(MPK3 e MPK6) em A. thaliana. Intrigantemente, este mesmo maddulo
desempenha um papel essencial durante o processo de desenvolvimento, na
determinacao da diferenciacdo estomatica (Lampard, G. et al., 2008; Lampard, G.
et al., in press) e dentro do controle da abscisdo do érgao floral em Arabidopsis
(Cho, S. K. et al., 2008). O modelo de uma relagao funcional da MKK4/5 com a
MPK®6 foi suportado pelos dados de sistemas duplo-hibrido (“two hybred-system”)
em leveduras (Lee et al., 2008) mas, ao contrario da MPK6, a MPK3 nestes
mesmos ensaios interagiu somente com MKK4. Entretanto, ainda ndo esta claro
qual o papel desempenhado pela MKK4 e MKK5 dentro da cascata de sinalizagcéo
de MAP Kinases. Tanto a MKK4 quanto a MKK5 sao ativamente expressas em
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varios tecidos de Arabidopsis em todos os estagios do desenvolvimento da planta
(Genevestigator, 2010), sugerindo que estas MKKs se expressam
constitutivamente dentro da célula (Bush, S. M., 2007) (Samuel M. et al., 2008).

O grupo D de MKKs em Arabidopsis thaliana forma um clado com 4
membros (AtMKK7, AtMKKS8, AtMKK9 e AtMKK10) (Ichimura, K. et al., 2002) e
ortélogos putativos ja foram encontrados em outras espécies, como arroz e alamo
(Hammel, et al., 2006). Entretanto, ainda ndo esta claro qual o papel biolégico
desempenhado por estes modulos. Em ensaios com leveduras, a MKK8 falhou ao
interagir com qualquer uma das 20 MPKs em ensaios de sistema duplo-hibrido
(Lee, et al., 2008) Todavia, a AtMKK10 e seu paralogo AtMKK9 interagiram com
MPK17 (Menges, M. et al., 2008). Outros ensaios ainda mostraram que a MKK10
fosforila as MPKs (MPK1, MPK2, MPK5 e MPKZ10) in vitro (Popescu, 2009).



C MKK3 ) | MKK4 MKKS

(_MKK3 ) pkka MKKS

Group B Group C

Figura 8. Interacbes de MKKs com MPKs relacionadas a pesquisas com Arabidopsis thaliana. Os componentes MPK/MKKs foram
coloridos de acordo com o grupo filogenético a que pertencem. As conexdes da parte superior ilustram interacdes positivas, enquanto
as conexdes na parte inferior da figura representam interagcbes MKK->MPK onde houve fosforilagdo in vitro e/ou in planta. As setas
em preto, na parte de baixo, representam tanto interacao proteina-proteina MKK->MPK quanto de fosforilacao. (Erik et al., 2009)

TZ
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Embora estudos acerca da relacdo entre MPKs e seus ativadores
forneceram um esboco inicial dos padrées de evolucdo da sinalizacdo por MAPK
em plantas, muitas questdes ainda precisam ser exploradas. Muitos dados
derivados de interacfes in vitro ainda precisam ser transpostos para analise
dentro de um contexto espacial e temporal. A Figura 9, a seguir, resume 0
resultado das Ultimas pesquisas obtidas em A. thaliana sobre interagbes MKK
—->MPKSs in vitro e in planta.

A figura 9 (a) ilustra algumas dessas fosfatases. As MKPs em amarelo
derivam de pesquisas em A. thaliana. As linhas em vermelho indicam que estes
dados derivam de experiéncias in vitro, as linhas em azul demonstram interacdes
positivas proteina-proteina. As linhas em preto indicam que as pesquisas foram
confirmadas tanto in vitro quanto em interacdo proteina-proteina. Entretanto,
sabe-se também que iniUmeros substratos MPK podem interagir na cascata de
sinalizacdo e um esboco geral do que se conhece sobre o relacionamento de

MPKSs e seus substratos especificos encontra-se ilustrado na figura 9 (b).
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2.4. Bases de Dados publicas para o estudo de prote  inas

Atualmente, com a disponibilidade de sequéncia de uma variedade de
genomas armazenados em bancos de dados publicos, tanto de espécies de
plantas monocotiledéneas quanto dicotiledéneas, tais como: Oryza sativa (arroz),
Populus trichocarpa (alamo), Zea Mays (milho), Sorghum bicolor (sorgo), dentre
outros, tem sido possivel um exame mais detalhado sobre a estrutura dos genes
que codificam proteinas e familias de proteinas destas espécies.

Alguns bancos de dados publicos de proteinas contém um alto nivel de
anotacdes que contemplam informacdes, tais como: a descricdo e a funcéo da
proteina, estrutura dos seus dominios, modificacbes poés-traducdo etc. Além
disso, possuem uma estrutura que facilita o acesso computacional a diferentes
campos de informacdes por meio de uma interface grafica. Bancos de dados de
proteinas possuem a seguinte classificacdo: banco de dados de sequéncias
primérias, banco de dados de sequéncias secundéarias e bancos de estruturas.
Nos bancos de dados de estruturas, tem-se por objetivo compreender melhor a
relacdo sequéncia-estrutura e 0s processos evolutivos subjacentes que dao
origem ao desdobramento de diferentes familias. Os bancos de dados de
sequéncias primarias contém anotacfes, tais como: a descricdo e a funcdo da
proteina, estrutura dos seus dominios, modificacbes poés-traducao, além de ter
uma estrutura que facilita o acesso computacional a diferentes campos de
informacdes. Os bancos de dados secundarios contém informagfes de como as
familias de proteinas podem ser caracterizadas por meio de uma Unica
assinatura, geralmente a mais conservada, obtida pelo alinhamento mdiltiplo de

sequéncias ja conhecidas.

Alguns desses bancos séo descritos a seguir:

. Interpro:  Ambiente que integra varios bancos anteriores. E uma fonte
integrada de informacdes sobre familias de proteinas, dominios e sitios
funcionais. Facilita a complementacéo entre informacdes obtidas por enfoques
distintos. (www.ebi.ac.uk/interpro/)

. TAIR- Os dados disponiveis de TAIR incluem a sequéncia completa do
genoma junto com a estrutura do gene, a informacdo do produto génico,

metabolismo, a expressdo do gene, sequéncia de DNA, os mapas do genoma,
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marcadores genéticos, publicacbes e informacdo sobre a comunidade de
pesquisa de Arabidopsis. (http://www.arabidopsis.org/);

. PHYTOZOME v5.0 - Phytozome é um projeto integrado com outras bases
de dados publicas, que permite estudos genémicos comparativos entre plantas,
por meio de arranjos filogenéticos (http://www.phytozome.net/)

. PlantsP - E uma base de dados de gendmica funcional que estuda os
genes ligados ao processo de fosforilagdo de proteinas em plantas. Nele, o
dominio CD (dominio catalitico) de todas as proteinas da familia kinase ativadas
por mitogénese (MAPK, MAPKK e MAPKKK) de Arabidopisthalianathaliana, por
exemplo, esta identificado. (http://plantsp.genomics.purdue.edu/html/, obtido em
marco de 2009).

Ao longo dos anos, métodos estatisticos capazes de analisar grandes
quantidades de dados biolégicos, na tentativa de identificar e predizer as fungées
dos genes e proteinas, por eles codificados, tém sido utilizados (WAGENINGEN,
2007). Dentre estas ferramentas, podemos citar todo o suporte de bioinformatica
disponibilizado pelo NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, acessado em julho de
2010).

2.5. Cana-de-acucar, sorgo e Arabidopsis lyrata

2.5.1. A cana-de-acgucar

A Cana-de-acUcar é uma das espécies de plantas mais importantes das
regides tropicais e subtropicais e € cultivada em cerca de 20 milhdes de hectares
em mais de 90 paises. Atualmente, o principal produto de interesse comercial
derivado da cana-de-agUcar é a sacarose que, uma vez extraida, pode ser
purificada em fabricas especializadas e utilizada como matéria-prima nas
industrias alimenticias e no processo de producdo de etanol. No mundo, o etanol
representa cerca de 3% do combustivel utilizado em motores de automoéveis.
(Globalbioenergy, 2009).

Um grande impulso ao conhecimento da genética e biologia molecular da
cana-de-acucar foi obtido com a criagdo de um projeto de sequenciamento de
ESTs (“Expressed Sequence Tags”) desta espécie. Tal projeto foi denominado

SUCEST (“Sugarcane EST Genome Project”) e dedicou-se ao sequenciamento e
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analise de clones de cDNA obtidos a partir de bibliotecas de diversos tecidos da
planta sob diferentes condi¢des fisiolégicas. O projeto SUCEST foi fundado no
estado de Sao Paulo, sob coordenagdo da FAPESP, e teve como objetivo
identificar 50.000 genes de cana-de-agucar ou sequenciar cerca de 300.000 ESTs
(Expressed Sequence TAGs). Maiores informacfes podem ser obtidas em:
(http://'www.sucest-fun.org/, acessado em maio de 2010).

O projeto SUCEST gerou uma gama de informagdes acerca do transcritoma
da cana-de-acucar. As sequéncias foram obtidas a partir de clones de 37
bibliotecas de cDNA construidas de diferentes tecidos ou condi¢des fisioldgicas
da planta (Ver tabela 1). Para tanto, o0s mMRNAs transcritos em um tecido/condicéo
especifica foram submetidos a transcricdo reversa para a obtencdo de moléculas
de cDNA. Os cDNAs obtidos foram clonados em vetores plasmidiais. A partir
desse ponto seguiu-se 0 sequenciamento. As sequéncias obtidas foram
denominadas ESTs (Expressed Sequence TAGS). Ver Figura 10.

Todos os ESTs obtidos foram analisados através de programas
computacionais (bioinformatica). Cada clone de cDNA sequenciado é entédo
denominado “read”. Os “reads” sdo agrupados de acordo com 0 seu grau de
similaridade em arquivos denominados “clusters”. Uma vez obtidas as
sequéncias, estas foram anotadas no SUCEST, seguindo as definicdes da Figura
11.

O SUCEST contém cerca de 43 mil CLUSTERS (ou seja, 43 mil transcritos)
obtidos a partir da mineracao e analise de 260 mil READS.

Uma vez identificados os genes de interesse em cana-de-agucar, pode-se
analisar a ocorréncia dos mesmos nas 37 diferentes bibliotecas de cDNA do
projeto SUCEST, especificas para determinado tecido ou condicdo. Essa
abordagem é conhecida como analise da expressao génica “in silico” ou
“Electronic Northern” e baseia-se na contabilizacdo do numero de vezes que cada
EST aparece nas diferentes bibliotecas de cDNA (RAFALSKI et al., 1998).
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Tabela 1 - Relag&o dos grupos correspondentes aos tecidos de cana-de-agucar
obtidos a partir da reunido das bibliotecas de cDNA de cana-de-agucar do projeto

SUCEST.
Tecido Descricdo

AD Clones das bibliotecas de cDNA de AD1

AM Uni&o dos clones das bibliotecas de cDNA AM1
e AM2

CL Clones das bibliotecas de cDNA CL6

FL Unido dos clones das bibliotecas de cDNA FL1
AFLS8

HR Clones das bibliotecas de cDNA HR1

LB Unido dos clones das bibliotecas de cDNA LB1
e LB2

LR Clone da biblioteca de cDNA LR1

LV Clones da bibliotecas de cDNA LV1

RT Uni&o dos clones das bibliotecas de cDNA RT1
aRT3

RZ Unido dos clones das bibliotecas de cDNA RZ2
e RZ3

SB Clones da biblioteca de cDNA SB1

SD Uni&o dos clones das bibliotecas de cDNA SD1
e SD2

ST Unido dos clones das bibliotecas de cDNA ST1

e ST2
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Figura 10. Esquema ilustrativo dos passos para a obtencédo dos ESTs em cana-de-
acucar.
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Figura 11. Anotacédo dos EST de cana-de-acucar no SUCEST
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2.5.2. Sorghum bicolor (sorgo)

O Sorghum bicolor (sorgo) é originario da Africa e é uma espécie
geneticamente proxima da cana-de-acucar, arroz e do milho. Conhecido por sua
resisténcia a seca e alta produtividade, o sorgo é atualmente a segunda planta
mais utilizada para produgdo de biocombustiveis nos Estados Unidos, perdendo
apenas para o milho. Os graos de sorgo produzem a mesma quantidade de etanol
gue o milho com apenas dois ter¢cos da agua (Paterson et al., 2009).

O genoma do sorgo € 75% maior que o do arroz e muito semelhante ao
da cana-de-acUcar, exceto pelo fato de que o sorgo € uma espécie diploide,
enquanto a cana-de-agucar de agucar € polipléide (variando de octaploide a
undecaploide), e o da cana-de-acucar tem oito a dez cdpias, obtido em (FAPESP,
2010)

Cientistas do Joint Genome Institute (JGI), ligado ao Departamento de
Energia dos Estados Unidos (DOE), em parceria com diversas instituicoes,
publicaram o sequenciamento e a analise do genoma completo do sorgo (JGI,
2010). Uma analise inicial do genoma do Sorghum bicolor, que possui cerca de
730 milhdes de pares de bases, mapeou cerca de 98% do seu genoma. A técnica
utilizada para a montagem da base de dados gendmica foi a shotgun.

A figura 12 ilustra a familia de genes ortélogos de A. thaliana
identificadas em sorgo (sorghum), arroz e alamo (poplar). Nesta figura, é possivel
observar que cerca de 10.000 genes sdo compartilhados por todas as espécies
citadas e que a maior parte dos genes encontrados em arroz possui ortdlogos em

sorgo.
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Figura 12. llustracdo do compartilhamento de genes ortdlogos de A. thaliana em
sorgo, arroz e alamo. Figura extraida de (Paterson et al., 2009).

2.5.3. Arabidopsis lyrata

Arabidopsis lyrata € um parente proximo, porém incompativel, da A.
thaliana. Trata-se de uma espécie dipléide que possui um numero de
cromossomas igual a 8 (n=8) e diverge de A. thaliana, cujo genoma €& menor
(n=5).

A. thaliana tem se tornado um modelo para a biologia molecular de plantas
e, em parte, isto se deve ao seu pequeno genoma. A comparacgao entre A. lyrata e
A. thaliana tem sido utilizada em pesquisas para o entendimento e evolucao de
genomas e tem sido uma oportunidade para se entender como uma espécie pode
ganhar ou perder cerca de um terco do seu genoma em apenas 5 milhdes de
anos.

O interesse de se estudar A. lyrata deriva, em parte, tanto de sua estreita
relacdo com A. thaliana quanto de suas propriedades biolégicas originais. Além
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disso, estudos comparativos com estas duas espécies tém auxiliado no
entendimento de processos de selecao e mutagdo em plantas.

O sequenciamento do genoma de A. lyrata v1.0 foi um programa derivado
do US Department of Energy's Office of Science, Biological and Environmental
Research the University of California, Lawrence Berkeley National Laboratory. A
técnica utilizada na montagem do genoma para a criagdo da base de dados foi a
shotgun e as sequéncias podem ser obtidas publicamente em (JGI, 2010). A
figura 13 representa um resumo do modelo de genes obtido do genoma da A.

lyrata.

Modelode Genes V1.0

Comprimento faixa
(pares de base) de:

gene 2,080
transcrito 1,192
Exon 223
Intron 207
DESCRICAO:

Comprimento da 361
proteina(aa):

Exon por gene 5.3
Genes por Mb 158,5
# do modelo de 32,670
genes

Figura 13: Modelo de genes obtido do sequenciamento do genoma A. lyrata
adaptado do site http://genome.jgi-psf.org/



32

2.6. Objetivos neste trabalho

2.6.1. Objetivo Geral

O principal objetivo desde trabalho é avaliar a estrutura organizacional

das vias de MAP kinases em cana-de-agucar, sorgo e A. lyrata e analizar se tais

vias seguem os padrOes previamente estabelecidos para A. thaliana, arroz e

alamo.

2.6.2. Objetivos especificos

Identificar grupos de genes MPK/MKKs ortélogos/paralogos de A. thaliana
em cana-de-acuUcar, sorgo e A. lyrata.

Geracdo da arvore filogenética envolvendo genes ja caracterizados em
arroz, A. thaliana e 4lamo, em conjunto com os componentes MAP Kinases
identificados por este trabalho em cana-de-acgucar, sorgo e A. lyrata,
estabelecendo o padrdo de organizacdo das vias MAPKSs nestas espécies.
Verificar, a partir de wuma analise conjunta, se processos de
expansao/duplicacdo de genes, pertencentes ao clado D, observados em
alamo e arroz, ocorreram também em sorgo, cana-de-acucar e A.lyrata.
Verificar se existem divergéncias nos padrdes estruturais observados em
modulos MPK/MKKs descritos até a presente data na literatura, bem como
novas regibes conservadas de genes, a partir do conjunto de moddulos
MPKs/MKKs das espécies analisadas por este trabalho.

Averiguar o grau de divergéncia/similaridade em relagdo aos maodulos
MPKs/MKKs de A. thaliana e A. lyrata.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Levantamento e caracterizagdo de MAP Kinases i dentificadas na

literatura

Foram recuperadas, em artigos publicados e no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), sequéncias de MAP Kinases (MPKs/MKKSs)
identificadas em varias espécies, além daquelas de Arabidopsis thaliana, arroz e
alamo, utilizadas para andlise de filogenia feita neste trabalho e descritas na
tabela 2 e 3). Tais sequéncias, tanto de monocotiledbneas quanto de
dicotileddneas utilizadas como entradas (Blast) em consultas nos banco de dados
de sorgo, A. lyrata e cana-de-agucar, encontram-se descritas no ANEXO A. O
principal objetivo foi recuperar um conjunto inicial de genes com alto grau de
similaridade com as MAP Kinases identificadas na literatura, dando inicio aos
trabalhos de caracterizacdo dos componentes MPK/MKKSs nestas espécies.

3.2. Identificacéo das sequéncias de MPK/MKKs de so rgo e A. lyrata

Ambos os conjuntos de sequéncias de sorgo e A. lyrata foram obtidos por
meio de consultas diretas ao site (JGI, 2010), utilizando como parametros de
entradas no BLAST, principalmente, as 20 sequéncias de aminoacidos de MPK
de A. thaliana e as 10 MKKs desta mesma espécie. As sequéncias foram obtidas
com base no perfli HMM - Hidden Markov Model (HMMER

htt:p//hmmer.wustl.edu/), e sé foram aceitas aquelas que possuiam um
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posicionamento adequado da assinatura MPK/MKK no loop de ativagcdo da
proteina. Os genes redundantes foram identificados por meio de inspecdes
manuais.

A partir das sequéncias recuperadas com as consultas diretas, o processo
de identificacdo de MPKs e MKKs de sorgo e A. lyrata foi dividido em etapas e
analisadas de forma separada. Entretanto, as tarefas desempenhadas foram
comuns para a identificacdo de modulos MAP Kinases em ambas as espécies e

sao descritas a sequir:

a) Identificdo das MPKs de sorgo e A. lyrata

Passos:
1- A partir das sequéncias candidatas obtidas na etapa de alinhamento
(Blast), foi feita uma selecao inicial de todos os transcritos (sorgo/A. lyrata) que
possuiam as sequéncias TEY ou TDY, independente da regido onde estavam
localizadas na proteina;
2- Em seguida, foi feito um alinhamento utilizando o programa ClustalW dos
transcritos recuperados no item 1 de sorgo e cana-de-agucar, com as sequéncias
das MPKs ja caracterizadas na literatura. O objetivo foi identificar todos os
componentes que possuem a assinatura (TxY) na regiao VIl e VIII da proteina ou
possiveis variacdes nestes dominios; além da assinatura DxK de proteinas
kinases;
Obs: O Clustalw (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html)  permite o
alinhamento de mdultiplas sequéncias e gera o0s arquivos para estudo de filogenia
no formato Phylip e MEGA. As sequéncias foram fornecidas no formato FASTA.
Como todas as sequéncias a serem alinhadas estavam completas (inteiras),
pode-se utilizar os pardmetros gap open e gap extension defaut do Clustal.
3- O préximo passo foi investigar cada uma das sequéncias obtidas no item 2
com a ferramenta BlastO/Expasy para detectar similaridades com as sequéncias
anotadas no GenkBank e identificar dominios kinases, respectivamente;

BlastO — fornece, a partir do Genbank (NCBI), ortélogos da proteina fornecida
como parametro da consulta, caso existam.
(http://oxytricha.princeton.edu/BlastO/).
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EXPASY - identifica assinaturas na proteina alvo, que sdo especificadas de
determinadas familias de proteinas, auxiliando também na predicdo de qual
familia a proteina, objeto da consulta, pertence. (http://www.expasy.ch/prosite/).

4- Uma vez feita uma pré-validacdo no item 3, o proximo passo foi agrupar
todas as sequéncias validadas neste item com as sequéncias de MPK
caracterizadas na literatura e gerar o arquivo no formato PHYLIP com a
ferramenta ClustalW (onde os parametros gap open e gap extension iniciais da
ferramenta foram mantidos**).

5- De posse do arquivo no formato PHYLIP obtido no item 4, foi gerada a
arvore filogenética com a ferramenta PhyML e feita a validacdo final dos

componentes MPKs identificados.

b) Levantamento de MKKs de sorgo e A. lyrata

Passos:

1- O primeiro passo foi alinhar as sequéncias candidatas a MKK, com MKKs
identificadas na literatura, onde foi feita uma pré-validacao das sequéncias (sorgo/
A. lyrata), verificando-se quais destas continham a assinatura DxK posicionadas
adequadamente e também a assinatura S/TxxxxxS/T, situada a partir do 26°
aminoacido, contado a partir da assinatura DxK. Entretanto, nenhuma sequéncia
que possuia varia¢des na regido desses dominios foi descartada nesta etapa.

2- O passo seguinte foi investigar as sequéncias candidatas (sorgo/A. lyrata)
obtidas no item 1, como a ferramenta BlastO/Expasy, onde foi possivel agrupar
todas as que deram alta similaridade com ort6logos de MKKs do NCBI.

3- Uma vez feita uma pré-validacdo das sequéncias do item 2, as mesmas foram
utilizadas para gerar o arquivo no formato PHYLIP.

4- Uma vez obtido o arquivo do item 3, o mesmo foi utilizado para gerar a arvore
filogenética com a ferramenta PhyML para validar as sequéncias MKKs de
sorgo/A. lyrata.

** Quando se faz o alinhamento, onde o produto de todos os genes
representam sequéncias inteiras, entdo pode-se utilizar os parametros default do
CLUSTALW para alinhamento das sequéncias e obtencao do arquivo no formato
PHYLIP para geracao da arvore filogenética.
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3.3. Identificacéo dos transcritos MPK/MKKs em cana  -de-agUcar

As sequéncias recuperadas no item 3.1 (literatura) e as identificadas no
item 3.2 (de sorgo) foram utilizadas como entrada no Blast do SUCEST para
recuperacdo de um conjunto inicial de transcritos candidatos para analise em
cana-de-acgucar. O objetivo foi o de gerar uma base de dados local, uma vez que
poderia haver sequéncias de MAP Kinases (MPK/MKK) codificadas parcialmente
no SUCEST (sequéncias incompletas), onde somente a analise de dominio nao
seria suficiente para identifica-las.

A identificacdo dos transcritos de cana-de-acucar, portanto, constituiu a
etapa mais elaborada do processo de identificacgdo em relacdo as demais
espécies e foram realizadas em 3 etapas:

Etapa 1: Geracdo de uma base de dados local para inicio dos trabalhos;

Etapa 2: Identificagcdo dos transcritos que correspondem a sequéncias
MPK/MKKSs ou que representam “pedacos” da sequéncia da proteina;

Etapa 3: Compra e sequenciamento dos clones que representam
MPK/MKK, mas que nao continham todas as assinaturas MPKs/MKKs por nao
estarem completos o SUCEST.

A seguir, cada uma das etapas é descrita:

3.3.1. Geracao da Base de dados local

Uma vez obtido um conjunto de ESTs no SUCEST (SUCEST, 2005), que
deram similaridade com MPK/MKKs da literatura e que representavam as
sequéncias de consenso, provenientes de consultas BLAST, o processo de
mineracdo dos transcritos candidatos a MPK/MKKs deram inicio. O banco de
dados de partida para as analises conteve um conjunto inicial de 640 transcritos
ou “clusters” (ESTs). As sequéncias dos “clusters” foram recuperadas uma a uma
no SUCEST, manualmente, e armazenadas em arquivos texto. Os passos

realizados nesta fase estéo ilustrados na Figura 14.
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Figura 14: Esquema ilustrativo da Base de dados de partida para a obtencao dos
transcritos de cana-de-acucar

3.3.2. Identificagdo dos transcritos MPK/MKKs em ca na-de-aglcar no
SUCEST

O processo de identificacdo MPKs e MKKs em cana-de-acucar foi dividido

nas etapas descritas a seguir:

a) Levantamento das MPKs de cana-de-acUcar

Passos:

1- A partir das 640 sequéncias obtidas no SUCEST, o passo seguinte foi
inspecionar cada uma das sequéncias candidatas com a ferramenta BlastO, com
0 objetivo se detectar transcritos (clusters) candidatos a MPKs em cana-de-
acucar. Nesta etapa, todos os ESTs que deram similaridade com MPKs do NCBI
foram agrupados, independente de possuirem ou todos os dominios que

caracterizavam a proteina.
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2- Uma vez obtidas as sequéncias candidatas a MPKs em cana-de-agucar, no
item 1, foi feito um o alinhamento com o ClustalW2, em conjunto com as
sequéncias das MPKs ja caracterizadas na literatura, com o objetivo de fazer uma
pré-validacdo das mesmas e identificar os ESTs que estavam parcialmente
sequenciados. Nestas analises, os parametros “gap open” e “gap extension” do
clustal tiveram que ser ajustados (ver Anexo B).

Obs: ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html) — permite
alinhamento de multiplas sequéncias e gera os arquivos para estudo de filogenia
no formato Phylip e MEGA. As sequéncias devem ser fornecidas no formato
FASTA, onde devem ser utilizados os parametros gap open= 50 (ou 100) e gap
extension = 0.5. Ver anexo B.

3- Em seguida, as sequéncias pré-validadas no item 2, em conjunto com as
MPKs obtidas em arroz, sorgo e A. thaliana, foram agrupadas para gerar o
arquivo no formato PHYLIP no ClustalW. Os parametros utilizados no ClustalWw
foram “gap open”= 50 (ou 100) e “gap extension” = 0.5.
4- Uma vez obtido o arquivo do item 3, a arvore filogenética foi gerada com a
ferramenta PhyML, completando a etapa de validacdo das MPK de cana-de-
acucar. Ver anexo C.

A arvore filogenética gerada no item 4, com dos dados de sorgo e cana, foi
crucial para uma melhor identificacdo dos ESTs correspondentes a
ortélogos/paralogos nesta espécie e auxiliaram na identificacdo daqueles que

representavam sequéncias parcialmente codificadas de uma mesma proteina.

b) Levantamento de MKKs de cana-de-agucar

Passos:

1- No passo 1, do item referente a “identificacdo de MPKs”, foi feita uma
verificacdo com a ferramenta BlastO das 640 sequéncias candidatas a
(MPKs/MKKSs). Nesta etapa, ndo s6 ESTs candidatos a MPKs foram identificadas,
como também aqueles que deram similaridade com MKKs. Estas sequéncias
foram da mesma forma agrupadas, independente de possuirem ou ndo a

assinatura S/TxXxxxxS/T;
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2- O passo seguinte foi alinhar as sequéncias canditatas a MKKs em cana-de-
acucar pré-validadas no item 1 com as MKKs identificadas em sorgo, arroz e A.
thaliana e verificar quais possuiam, além da assinatura DxK, uma sequéncia
S/TxxxxxS/T situada a partir do 26° aminacido, contado a partir da assinatura
DxK. Porém, os transcritos identificados nesta fase ndo possuiam todas as

assinaturas tipicas para membros destas familias que nao foram descartados;

3- Uma vez obtidas as sequéncias completas ou incompletas de transcritos
candidatos a MKKs em cana-de-aclcar no passo 2, estas sequéncias foram
utilizadas para gerar o arquivo no formato PHYLIP no ClustalWw.

4- O arquivo obtido no item 3 foi utilizado para gerar a arvore filogenética com
a ferramenta PhyML e validar os ESTs candidatos a MKKs em cana-de-acUcar.
Um resumo desta etapa e as ferramentas de bioinfo utilizadas podem ser

ilustrados por meio da Figura 15.

Literatura:
Ortologos
Trabalhossimilares

Caracterizacio
dos residuos
MPKs

C LUSTAL PHYML

" Alinhamento W Geracdo dadrvare
(VENT-ET==1-1] Filogendtica

EXPASY
BLASTO

Figura 15. Ferramentas especificas de bioinfo utilizadas em cada fase do
processo de identificacdo dos transcritos de cana-de-acUcar correspondentes a
MPK/MKKs
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C) Montagem dos ESTs de cana-de-acucar

Dentro do processo de identificacdo dos ESTs de cana-de-agUcar que
corresponderiam a MPK/MKKs, foram identificadas sequéncias consenso que
representavam partes isoladas de uma mesma proteina MAP Kinase. A arvore
filogenética das sequéncias candidatas de cana-de-acUcar, em conjunto com as
sequéncias de sorgo, forneceram tais evidéncias, uma vez que sendo sorgo uma
espécie proxima geneticamente da cana-de-acucar, era esperado um numero
equitativo de genes homologos para moldulos MPK/MKKs para ambas as
espécies.

Para a obtencdo da sequéncia ScMKK4, foram utilizados os transcritos
SCQSRT2036C06.g e SCEZAM2059E11.g (SUCEST, 2005) e mais a sequéncia
SbMKK4 de sorgo. O alinhamento das sequéncias foi feito utilizando o Clustalw2,
num pareamento 2 a 2 sorgo/cana-de-acucar. O mesmo procedimento foi feito
para a obtencdo das sequéncias do gene SCMKK3 e ScMPK7e seus respectivos
ortélogos em sorgo. O esquema pode ser observado na Figura 16.

SchKK4  [SCOSRT20S6CDE.E + SCEZAMZOSSELL g

SCEZANMZOSSELL =

SCMPKT  [SCCCHRLDO3DOS.Z+ SCCCLELCOSHOT. g

SCCCLELCDSHOT 2

Figura 16. Montagem dos transcritos que correspondem a uma Unica sequéncia
MPK/MKK em cana-de-agucar-de-acucar, a partir das sequéncias de ortologos
em sorgo.
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3.3.3. Sequenciamento dos clones na UENF

Os clones cujas sequéncias completas ndo se encontram disponiveis no
banco de dados do SUCEST foram adquiridos a partir do “Brazilian Clone
Colection Center (BCCC)” FCAV/UNESP/Jaboticabal-SP-Brasil. Foram adquiridos
0os clones SCACLR2029C10.g (ScMKK1), SCQSRT2036C06.g (ScMKK4),
SCUTRZ3070G12.g (ScMKK10) e SCVPRT2084F07.g (ScMPK14). A descricéo
dos procedimentos realizados para multiplicacdo e sequenciamento de tais clones

esta descrita a seguir:

» Crescimento de bactérias para extracdo de DNA plamidial.

As bactérias contendo os clones de cDNA do SUCEST, previamente
adquiridas, foram crescidas em tubos de 50 mL contendo 5 mL do meio de cultura
CircleGrown (Q-Biogene) suplementado com 60 pg/mL de ampicilina. As bactérias
foram incubadas a 37 T sob agitacdo constante durante 16 h. Em seguida, as
células foram centrifugadas a 2500 Xg, durante 20 min a 8°C . O sedimento foi,

entdo, utilizado para extracdo de DNA plasmidial.

» Extracdo de DNA Plasmidial contendo os clones de cDNA do SUCEST.

O sedimento resultante da cultura de bactéria foi ressuspesso em 50 pL do
proprio meio de cultura. Foram acrescentados 300 puL de TENS (0,5% de SDS,
100 mM de NaOH, 10 mM de Tris-HCI pH 8,0 e 1 mM de EDTA) ao tubo e a
amostra agitada intensamente durante 3 min. Imediatamente apds, foram
acrescentados 150 pL de acetato de sodio 3 M, pH 5,2 e a amostra foi novamente
agitada durante 30 s e centrifugada a 13.000 Xg por 3 min. A fase superior foi
transferida sem a espuma para um tubo de 1,5 mL e o DNA precipitado com 1 mL
de etanol absoluto gelado. A amostra foi misturada por inversao e centrifugada a
13.000 Xg durante 2 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
lavado com 1 mL de etanol 70% gelado. O tubo foi agitado lentamente por
inversdo e, em seguida, centrifugado a 13.000 Xg por 2 min. O sobrenadante foi
eliminado e o precipitado foi colocado para secar a 37°C. ApOs a secagem, O
precipitado foi ressuspesso em 40 pL de TE RNAse (10 mM de Tris-HCI pH 8,0, 1
mM de EDTA pH 8,0 e 20 pg/mL de RNAse) e incubado em banho-maria a 37 'C
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por 1 h. Em seguida, para eliminar proteinas, a amostra foi purificada com igual
volume de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1). Para separar as fases, o
tubo foi centrifugado a 12.000 Xg durante 5 min. Em seguida, a fase aquosa foi
recuperada, o excesso de fenol eliminado e a amostra foi tratada com igual
volume de cloroférmio. Para separar as fases, o tubo foi centrifugado nas mesmas
condi¢des e o0 sobrenadante coletado. Posteriormente, a amostra foi armazenada
a-20 C.

* PCR

Para a PCR foram utilizados 0,5 pl de cDNA, 0,2 mM dNTPs, 1,5 mM
MgCl,, 1X Taq buffer (MBI Fermentas, Lituania), 10 pmol de iniciadores (tabela do
fabricante), 2 U de Tagq DNA polimerase | (MBI Fermentas, Lithuania) em um
programa (94 °C por 45 s, Tm °C [tabela do fabricante] por 45 s, 75 °C por 1 min e
30 s). As condicdes de PCR para cada gene foram estdo listadas na Tabela do
fabricante.

As amostras da PCR foram separadas em gel de agarose 1,2% e coradas
em SYBR Gold Nucleic Acid Stain (Invitrogen), segundo recomendacdes do
fabricante. A intensidade das bandas foi determinado através do software
TotalLab-TL100 (Nonlinear Dynamics). A intensidade relativa de cada banda foi
normalizada pelos valores de intensidade de banda da actina (controle interno),
gerando-se, assim, uma razao numeérica corrigida.

O DNA do clone 2(SCQSRT2036C06.g) foi amplificado por PCR com o
par de oligonucleotideos iniciadores MapCL2For (5'-
TCCTGCCACATCATTTCCCTG -3) e MapCL2Rev (5-
:-TGAAACTCCTACGCCATCTCC -3) e o DNA do clone 3 (SCVPRT2084F07.g )
foi amplificado por PCR com o par de oligonucleotideos iniciadores MapCL3For
(5- CTACGGACCTTGCGGGAGC -3) e MapCL3Rev (5'-
TTTTTACCCAAGCGGAA -3'). A reacao de PCR de ambos os clones foi feita em
um volume final de 50 pl contendo 1ul (20ng) de DNA total, 20 pmol de cada
primer, 200uM de dNTP, 2,5ul de tampé&o de reacédo da Taq DNA polimerase 10X,
2mM de MgCl, e 1U de Tag DNA polimerase e agua ultrapura para completar o

volume.
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A PCR foi realizada em termociclador com o seguinte ciclo: 5 min. de
desnaturacao a 95T, seguido de 40 ciclos com desnaturagéo a 95T por 1 min.,
anelamento a 50T por 45 seg., extensdo a 72T por 1 min. e extensao final a
72T por 5 min. Uma aliquota da reacéo sera aplicad a em gel de agarose (1%)
para confirmar a amplificacao.

Em seguida, os produtos amplificados foram precipitados com isopropanol
100% e etanol 70%.

A amplificacdo de sequenciamento dos fragmentos foi feita em um volume
final de 10 pL, onde foram utilizados1 pL dos fragmentos de interesse obtidos na
PCR; 3,2 pmoles de oligonucleotideos iniciadores; 2,0 yL de tampéo 2,5 X; 0,5 pL
de Big Dye Terminator Cycle Sequencing v.3 (Applied Biosystems, Sédo Paulo,
Brasil). Os oligonucleotides iniciadores utilizados foram MapCL2For e
MapCL2Rev para o clone 2 e MapCL3For e MapCL3Rev para o clone 3. As
condicdes de amplificagdo foram: 1 min. e 30 seg. de desnaturagdo a 95°C;
seguidos de 25 ciclos com desnaturagdo a 95°C, por 25 segundos, anelamento a
50°C por 20 segundos e extens&o a 60°C por 4 minutos.

Em seguida, os produtos reamplificados foram purificados utilizando
isopropanol 100% e etanol 60% e sequenciados em um sequenciador capilar ABI
PRISM 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

As sequéncias geradas foram editadas atraves dos programas
Phred/Phrap/Consed em sistema operacional Linux (EWING & GREEN, 1998;
EWING et al., 1998; GORDON et al., 1998). As sequéncias foram analisadas pelo
BLASTn contra a base de dados do NCBI (National Center for Biotechnology

Information, website http://www.ncbi.nim.nih.gov).

3.4. Geracao das arvores MPK/MKK com cana-de-agucar , sorgo e A. lyrata
Uma vez identificados todos os modulos correspondentes as sequéncias
MPK/MKK de sorgo, cana-de-agucar e A. lyrata, foi feito um alinhamento conjunto
dos componentes MPK/MKK destas espécies em dois grupos de MPK (cana-de-
acucar, sorgo, arroz e A. thaliana) e (A. thaliana, A. lyrta e alamo), separando o
grupo das monocotiledéneas e o das dicotiledéneas. Porém, sempre mantendo os
genes MPK/MKK de A. thaliana para ambos 0s grupos, uma vez que boa parte do
entendimento destas vias se deve a pesquisas feitas nesta espécie. O
alinhamento foi feito utilizando a ferramenta ClustalwW, marcando a opg¢éo (formato
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PHYLIP), utilizando os parametros (gap open=50 e gap extension=0.5). Uma vez
obtido o arquivo (que possui extensao .aln), 0 mesmo é entregue para analise de
filogenia para o programa PhyML on line (http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/). A
arvore resultante é enviada para o e-mail do solicitante. Um resumo do processo

de sequenciamento pode ser observado na figura 17.

Cimedecpna . Seqiienciamento dos clones adquiridos do SUCEST
correspondentes aos
ESTs -BCCCenter
|_> Inéculo de Extracio de DNA LI EoLs
bactérias contendo |—> plasmidial — seqiienciamento/
o5 clones de cDNA punﬁcaq,aﬂ
( Ohbtengio da seqiiéncia
porcio 3°e 5° de cada
L clone
[ PCR: obtencio da b Desenho de primes ( FEstratégia 2:
porcio central dos <—| internosa3’e 5" de cada Recuperacio da porcio
L clones y clone . central de cada clone
i . ,,l ™
Purificacio produto
PCR—>Reacio de quencla
seqiienciamento Ohtencio da seqiiéncia
" 4 central de cada clone

Figura 17. Resumo da etapa de sequenciamento dos clones adquiridos do
SUCEST
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4. RESULTADOS

4.1. Componentes MPKs

4.1.1. Identificagdo de componentes MPKs de Sorgo, Cana-de-acucar e A.

lyrata

Pesquisas in silico em banco de dados gendmicos de sorgo e A. lyrata e
no banco de transcritoma da cana-de-acucar (SUCEST - http://www.sucest-
fun.org) identificaram, respectivamente, 16, 20 e 13 sequéncias MPKs. As MPKs
de A. lyrata, sorgo e cana-de-aglucar foram denominadas seguindo a
nomenclatura estabelecida inicialmente para A. thaliana (Tabela 2 e Tabela 3).

Todas as sequéncias MPKs identificadas, com excegao do componente
MPK20-4 em cana-de-acucar, possuem assinaturas especificas para membros
destas familias. Um espectro que caracteriza proteinas MPKs é a presenca da
assinatura -TxY- situada entre os subdominios VIl e VIII (Figura 18), onde x pode
ser o aminoacido (E ou D). Tal dominio € crucial para a ativacdo da proteina,
sendo o alvo de fosforilagdo pelas proteinas MKKs.

Além disso, toda proteina pertencente a grande familia de proteinas
kinases (PK), possui uma assinatura tipica (-DxK-), onde x pode ser um dos
aminoacidos L,V ou K. O alinhamento dos componentes MPKs permitiu uma
comparacdo na estrutura desses genes e revelou que, com exce¢ao das

sequéncias SbMPK12 e AIMPK12, que possuem uma variacdo (-DLR-, onde R
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representa 0 aminoacido arginina), todas as demais MPKs apresentam a

assinatura kinase (PK) —DLK-.



Tabela 2. Nomenclatura para MPK e MPKK em A. thaliana (At), A. lyrata (Al) e Populus trichocarpa (Pt).

Arabidopsis thaliana

Arabidopsis lyrata

Populus trichocarpa

At gene (clado) At gene code Al gene (clado) Al Protein ID Pt gene (clado) Pt gene Mode
AtMPK3  (A) At3g45640 AIMPK3  (A) 484948 PtMPK3-1 (A) estExt_fgenesh4_pm.C_LG_IX0462
AtMPK6  (A) At2g43790 AIMPK6 (A) 903782 PtMPK3-2 (A) fgenesh4_pm.C_LG_1000779
AtMPK10 (A) At3g59790 AIMPK10 (A) 867420 PtMPK6-1 (A) estExt_fgenesh4_pm.C_LG_VII0025
AtMPK4  (B) At4g01370 AIMPK4 (B) 912096 PtMPK6-2 (A) estExt_Genewisel_v1.C_LG_XVII0005
AtMPK5  (B) At4g11330 AIMPKS  (B) 911474 PtMPK4  (B) estExt_fgenesh4 pg.C_LG_XIV0319
AtMPK11 (B) At1g01560 AIMPK11 (B) 887292 PtMPK5-1 (B) fgenesh4_pm.C_LG_l000354
AtMPK12 (B) At2g46070 AIMPK12  (B) 322261 PtMPK5-2 (B) fgenesh4_pm.C_LG_I11000431
AtMPK13 (B) At1g07880 AIMPK13  (B) 878970 PtMPK11 (B) estExt_fgenesh4 pg.C_LG_111481
AtMPK1  (C) At1g10210 AIMPK1 (C) 471135 PtMPK1 (Q) grail3.0003026801
MPK AtMPK2  (C) At1g59580 AIMPK2  (C) 876031 PtMPK2  (C) fgenesh4_pm.C_LG_V000601
AtMPK7  (C) At2g18170 AIMPK7 (C) 319769 PtMPK7 (Q) fgenesh4_pm.C_scaffold_57000068
AtMPK14 (C) At4g36450 AIMPK14  (C) 353194 PtMPK14 (C) grail3.0019023301
AtMPKS (D) At1g18150 AIMPKS (D) 880114 PtMPK9-1 (D) estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XI10156
AtMPK9 (D) At3g18040 AIMPK9 (D) 898157 PtMPK9-2 (D) estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XV0119
AtMPK15 (D) At1g73670 AIMPK15 (D) 476507 PtMPK16-1 (D) eugene3.00081905
AtMPK16 (D) At5g19010 AIMPK16 (D) 488785 PtMPK16-2 (D) estExt_Genewisel_v1.C_LG_X4145
AtMPK17 (D) At2g01450 AIMPK17 (D) 864560 PtMPK17 (D) estExt_Genewisel_v1.C_LG_X6513
AtMPK18 (D) At1g53510 AIMPK18 (D) 474479 PtMPK18 (D) estExt_fgenesh4_pg.C_1680031
AtMPK19 (D) At3g14720 AIMPK19 (D) 478884 PtMPK19 (D) estExt_fgenesh4 pg.C_LG_13001
AtMPK20 (D) At2g42880 AIMPK20 (D) 483386 PtMPK20-1 (D) gw1.V.609.1
AtMKKL  (A) At4g26070 AIMKKL  (A) 329070 PtMKK2-1 (A) eugene3.00180195
AtMKK2  (A) At4g29810 AIMKK2  (A) 491777 PtMKK2-2  (A) estExt_fgenesh4_pm.C_LG_VI0403
AtMKK6  (A) At5g56580 AIMKK6 (A) 495747 PtMKK6 (A) estExt_Genewisel_v1.C_1450125
AtMKK3  (B) At5g40440 AIMKK3  (B) 493944 PtMKK3  (B) estExt_fgenesh4_pg.C_LG_I2149
MPKK AtMKK4  (C) At1g51660 AIMKK4 (C) 474280 PtMKK4 (Q) gwl1.X.3215.1
AtMKK5  (C) At3g21220 AIMKKS  (C) 479642 PtMKK5  (C) eugene3.00080074
AtMKK7 (D) At1g18350 AIMKK7 (D) 472055 PtMKK7 (D) gw1.122.164.1
AtMKKS (D) At3g06230 AIMKKS (D) 477923 PtMKK9 (D) gw1.X11.274.1
AtMKK9 (D) At1g73500 AIMKK9 (D) 895208 PtMKK10 (D) eugene3.00290225
AtMKK10 (D) At1g32320 AIMKK10 (D) 890800 PtMKK11-1 (D) fgenesh4_pg.C_LG_VI11001629
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Tabela 3. Nomenclatura para MPK e MPKKs em Oryza sativa (Os), Sorghum bicolor (Sb) e Cana-de-agucar (Sc).

Oryza sativa

Sorghum bicolor

Sugarcane

Os gene Os gene code Sb gene Sb Protein ID Sc gene (clado) Sc code SUCEST
OsMPK3 (A) 0s03g17700 SbMPK3  (A) 4998321/5049657 ScMPK3  (A) SCCCRZ2C04G10.g/SCSBAM1084E01.g
OsMPK6 (A) 0s06g06090 SbMPK6  (A) 5061319 ScMPK6  (A) SCEQRT1030A09.g
OsMPK4 (B) 0s10g38950 SbMPK4  (B) 5049158 ScMPK4  (B) SCVPCL6042B11.g
OsMPK12 (B) 0s08g06060 SbMPK12 (B) 4890234 / 5058423 ScMPK7  (C) SCCCHR1003D05.g + SCCCLB1CO5H07.g/
OsMPK7  (C) 0s06g48590 SbMPK7  (C) 4898568 / 5062195 SCEQRZ3022F11.g
OsMPK14 (C) 0s02g05480 SbMPK14 (C) 148488 / 5054673 ScMPK14  (C) SCCCRZ1003E02.g/SCCCLB1CO1H11.g/
OsMPK16 (D) 0s11g17080 SbMPK16-1(D) 4886131 / 5056541 /SCVPRT2084F07.g
MPK OsMPK17-1 (D) 0s06g49430 SbMPK16-2(D) 146217/4893907/ 5060086 ScMPK16-1(D) SCQSAM2099A11.g
OsMPK17-2 (D) 0s02g04230 SbMPK17-1(D) 5062230 ScMPK16-2(D) SCEZRZ1014F04.g
OsMPK20-1 (D) 0s01g43910 SbMPK17-2(D) 5054632 ScMPK17-1(D) SCCCRZ2C04F05.g/SCEZST3149C01.g
OsMPK20-2 (D) 0s05g50560 SbMPK20-1(D) 125771 / 5053387 ScMPK17-2(D) SCCCLB1002F04.g
0OsMPK20-3 (D) 0s06g26340 SbMPK20-2(D) 4769120/ 5061034 ScMPK20-1(D) SCCCLR1067HO01.g
OsMPK20-4 (D) 0s01g47530 SbMPK20-4(D) 143446 / 5053474 ScMPK20-2(D) SCSGRT2064G11.g/SCCCLR1076B01.g
0sMPK20-5 (D) 0s05g49140 SbMPK20-5(D) 4895827 / 5060977 ScMPK20-4(D) SCEPLR1030H10.g
OsMPK21-1 (D) 0s01g43910 SbMPK21-1(D) 130250 / 5061016 ScMPK20-5(D) SCSGLR1084B06.g
OsMPK21-2 (D) 0s01g45620 SbMPK21-2(D) 5036319
OsMKK1 (A) 0s06g05520 SbMKK1  (A) 4896497 ScMKK1 (A) SCACLR2029C10.g /SCRLAM2050C06.g
OsMKK6 (A) 0s01g32660 SbMKK6  (A) 4753151 / 5053627 ScMKK6  (A) SCCCLR1072C05.g/SCEZAM2061E04.g
OsMKK3  (B) 0s06g27890 SbMKK3  (B) 5007712 ScMKK3  (B) SCCCCL4002HO05.g + SCJFRT2058E01.g
OsMKK4  (C) 0s02g54600 SbMKK4  (C) 5056011 / 144825 ScMKK4  (C) SCQSRT2036C06.g + SCEZAM2059E11.g
MPKK OsMKK5  (C) 050609180 SbMKK5-1 (C) 5040047 / 4824793 ScMKK10 (D) SCUTRZ3070G12.g
OsMKK10-1 (D) 0s02g46760 SbMKK5-2 (C) 4001264
OsMKK10-2 (D) 0s03g12390 SbMKK10-1(D) 4809718 / 5038903
OsMKK10-3 (D) 0s03g50550 SbMKK10-2(D) 4745203 / 5049890
SbMKK10-3(D) 4964479 / 5028418
SbMKK10-4(D) 4772587 / 4775909 / 5028419
SbMKK10-5(D) 4824504 / 5039573
4807042 / 5036220
SbMKK10-6(D) 4970552 / 5033641
SbMKK10-7(D) 4804526 / 5037047
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VII VIII
FYTHEANI DR DD NANCD LT CD FGLAR PT 55N D——- EMTEYVVIRW YRAPE
FY TR AN THR D KPS L NANCD LET CD PGLAR FASES D-——- MMIEY VVIRW YRAFE
IR DR DL HANCD LH I CD FGLAR PR SES D-—- MMTE ¥ VUTRW YRAPE
FYTHEANVLER DL FF SHLLL NANCT LK O FELAR VT SES D-——- EMIEY VVIRW YRAPE
YIRS AN R DL P L NANCD LRI CD FGLAR TTSET D———- RMIEY VIR YRARE
R THE AN LSRN SHLLL MANCD LFT CD FGLAR TT 52T D-——- EMIEY VIR YRAFE
RSN LR PRI L L TTOCD LFI CO FGLAR ATPES N ——- IMTEY VVIRW ¥RARE
EY AN LER L AL KANCD LELGD FGLAR TESET D--—- PMIEY VTR YRAFE
AN LR DR S FL NANCD LF I AD FGLAR TTSET D——- LMIEY VUTRW YRAPE
VS ANT AR L L XANCD LFIAD FGLAR TT 55T D-—-- IMIEY VWIRW YRAPE
FEVHSANVLERDIFPSNLLL MANCD LKIGD FGLAR THSET D-——- FMIEY VUTRW YRAPE
B TR AN LR L S L NN LET TO FGLAR TTSET E———- PMIEYVUTRW YRAPE
FEVHEANVLERDERPSNLLT NACD LFIGD FGLAR TTTET D-——- EMTEYVUTRW YRAFE
Ry VHSANT MR LR S NSENE LI G0 FLAR TTS0T D———- PMIEE VTR YRAPE
Y A R D KPS LN TNCD LI CD FGLAR TRET E-—- DMIEYVVIRW YRAPE
TSN LR DL PGHLLVNTHCD LK CD FGLAR AS—- NTHGQ IMIEY VIRW YRAPE
B RS AN LR DL PG L HANCD LFI CD FGLAR T8 — - NTEGO PMIEY VU TR YRAPE
EYLHSANT LMD HPGHLL . HANCD LET CD PGLAR T8 —- QEHE] PMIEY VTR YRAPE
HYLHSAGTIHRNT FRGMLLVEANCD LETCD FGLAR TH-—— NTHG) EMIEY VUTRW YRAFE
FYIHSAGTLNRDLKPEILLVHANCD LETCD FGLAR TH—— NTEGQ PMIEY VWIRE YRAFE
FYLHSAE[THR DT FPGHLLVNANCD LEICD FGLAR TH-—— SSHG0 EMIEY VTR YRAPE
FYHSAE TR PRIV IRNCD LIT CD FGLAR TH—- S50 IMIEY VVIRA YRAPE
FYLHS AN ER D KRG MANCD LI CD FGLAR T 8-~ RREQ EMIEY VU TRW YRAPE
Y THTANVYFRDLFFFNILA NSNCHLFI CD PELAR VAFND TPTT I FWEDY VATRS FRAPE
B A R DR LA N SHCK LI CD FGLAR VARND TFITI EWIDE VATRW YRAPE
K THT AN YR DL F R T LA N LT CD FELAR VAFND TPTTV EWTDY VAT YRAPE
Y AN R DL RPN LA NN LI CD PG LAR VARND TPTTV EWIDE VATRW YRAFE
Y THT AN R DL RN T LA NN CH LT CD FGLAR VAFND TRT TV EWEDE VATRA TRAPE
FY T AN YER DL L LA NANCH LI CD PGLAR VAFND ILOQY 100G IGFLY
A MR RN T LA AN LT CO FELAR VAT D SPTTV FUATRE YRASE
FY IHT AN YRR DL KPR LA NANCK LRI CD FGLAR VAR D SPTTV EWIDE VATRW YRAPE
P A R L PR LA A L CD FGLAR VARRD TPTTV EWEDE VAT YRAFE

ALGELS FMT AN YRR DL R PR T A AN LH/CD FGLAR VS FND TPTTV EWIDE VATRY YRAFE
ALMEIZ0 YT AN YR LR PR LA NANCH LA I D EGLAR VARND TPTT I EWIDT VATRS YRAPE
ALMFRE VHA== AT ERDLFFFN LA NADCH LT CD FGLAR VSEND AFTAT EWITY VATRY YRAFE
ALMHLS VHA— AN THR I FFRNTLAXRDCH LT CO FSLAR VSTHD APTAL FWTDE VATRE TRAPE
ALMFES [HT == ANV FERDLEFR LA RIDCH LI CD FGLAR VIEND AF AT EWTDE VATRW YRAFE
AErdl-1 THA—ASTHR IR PR T LA M DCH L D PG AR VARND TRSATL FWTIN VATRG YRAPE
-2 A== AN FHR DL FFIN LA MGDCH LI CD FGLAR VSFND TFSAL FWIDY VATF YRAFE

~1 D — AN THRIE PR T LA WEDCH LT CO PGLAR ASFND ARSAT FUTI ATRE YRAPE

FHL7-1 [HA== AN FERDLEFIN LA NSDCH LI CD TGLAR ASEND AFSAT FWIDY VATHW YRASE
aEaEHL -2 M A T R R P RN T LA NS S LR T CD FGLAR ASTND SLAAL YWTIN VATRE YRAPE
EMFRLT-2 WS AV TR DL PRI T LA NSOSH LI CD FGLAR ASFND SLIAT YWIDY VATRS YRAFE
; MHE— AN THRIL RN T LA DY IR CD LG AR VAT D SRSV EWEDE /ATRE YRAPE

F¥ THT ANV FER LK FR T LA NADCH LI CD FGLAR VAFND TFTAL FWIDY VATRS YRAFE

%’%—2 YT A THR DL RPN T LA ALK LI CD PSLAR VAPHD TPTAL EWIDY VATRWA YRAPE
A2 R THT ANV ERDLKFIN I LA NADCH LK CD FGLAR VAFND TFTAT EWITE VATRA TRAFE
TMFHIE-1 DT AN TR RPN T LA MADCH R T D PGLAR VAPND TRTAL FNTD ATRE YRAPE
SAFHIE-1 QL TAANYFERDLEFNI LA MADCH LT CD FELAR VAFND TFTAT FWIDE VATRN YRAFE

Figura 18: Alinhamento das sequéncias MPKs de sorgo, cana-de-agucar e A.
lyrata. O alinhamento foi feito utilizando o programa ClustalW?2 diretamente no
servidor (gap open 50 e gap ext 0.5). As regides VIl e VIII pertencem ao
subdominio PK (MPK). O motif ki nase (DxK) e o motif de fosforilagdo (TxY) foram
destacados. As sequéncias de cana-de-acucar foram obtidas em (SUCEST —
http://www.sucest-fun.org), as de sorgo em (http://genome.jgi-psf.org/cgi-
bin/runAlignment?db=Sorbil&advanced=1) e A. lyrata em (http://genome.jgi-
psf.org/Aralyl/Aralyl.nome.html), onde os acrénimos utilizados significam: (At —
Arabidopsis thaliana, Al — Arabidopsis lyrata, Os (Oryza sativa, Sb-Sorghum
Bicolor, Sc- cana-de-acucar e Pt- Populus trichocarpa)
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Considerando-se o fato de as analises contemplarem 3 espécies de
monocotiledéneas (sorgo, arroz e cana-de-acucar) e trés dicotiledéneas (A.
thaliana, A. lyrata e alamo) e com o objetivo de se destacar os dados relevantes
observados para ambos os grupos, a analise filogenética com os componentes
de MPKs foi dividida em 2 arvores: uma formada com os componentes MPKs de
A. thaliana em conjunto com as espécies monocotiledéneas e a outra com as
MPKs de A. thaliana em conjunto com as espécies dicotileddéneas. As arvores das
MPKs podem ser observadas nas figuras 19 e 20.

Os dados provenientes da analise filogenética com as MPKs sugerem que
nem todos os componentes MPKs observados para A. thaliana identificados nos
clados A, B, C e D possuem ortdlogos em cana-de-agucar e sorgo, como € 0 caso
dos componentes AtMPK10 (clado A); AtMPK11, AtMPK5 e AtMPK13 (clado B);
AtMPK1 e AtMPK2 (clado C); AtMPK8, AtMPK9, AtMPK15, AtMPK18 e AtMPK19
(clado D). Entretanto, o mesmo grupo de ortélogos foi observado para A. thaliana
e lyrata. A analise filogenética também revela uma relativa distancia observada
para o0 membro AIMPK10, juntamente com AtMPK10, em relacdo aos demais
membros que compde o clado A de dicotiledbneas. Uma distancia relativa
também foi observada para o componente AtMPK13. N&o foram identificados
ortélogos do gene ScCMPK12 em cana-de-agucar no banco de dados do SUCEST.
Nossas andlises também revelaram a ocorréncia do moédulo SbMPK21, néo
identificado em nenhuma das dicotiledoneas analisadas por este trabalho.
Adicionalmente, foi observada uma expansao de genes pertencentes ao clado D,
especialmente aqueles que pertencem ao grupo das proteinas MPK20, tanto em
sorgo quanto em cana-de-acucar, ndo observada em membros dos demais

clados.

4.1.2. Eventos de paralogia evidenciam expansao do Clado “D” e analise
Filogenética revelam duplicacdes de genes MPKs que ocorreram apoés a

divergéncia entre monocotiledéneas e dicotiledéneas

Com o objetivo de se verificar a atividade de expansdo dos membros do
clado D, especialmente observadas em sorgo e cana-de-acucar, foi feita uma

analise investigativa confrontando os dados previamente obtidos para arroz e
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alamo (Hamel et al., 2006) com os observados neste trabalho para sorgo, cana-
de-aclcar e A. lyrata.

Nossas analises revelam que, em sorgo, A. lyrata e cana-de-agucar, assim
como observado em arroz e alamo, foram identificados eventos de paralogia
associados ao grupo de sequéncias MPKs especificas do clado D. A andlise do
grupo de genes que compbe o clado D, MPKs de sorgo e cana-de-acucar
(MPK20-1, MPK20-2, MPK20-4 e MPK20-5), em conjunto com as MPKs de arroz
(MPK20-1, MPK20-2, MPK20-3, MPK20-4 e MPK20-5), reforcam as evidéncias de
que estas duplicagbes, de fato, ocorreram antes da divergéncia entre
monocotileddneas e dicotiledoneas. Entretanto, outras aparentemente ocorreram
em eventos posteriores, como pode ser observado para as MPKs de sorgo
(MPK21-1, MPK21-2 e MPK21-3) e de arroz (MPK21-1 e MPK21-2). Em uma
comparacdo do numero total de sequéncias MPKs identificadas neste clado,
também foi observado que o numero de MPKs em monocotileddneas é maior, se
comparado ao numero de MPKs identificadas nas plantas dicotileddneas. Tais
evidéncias podem ser observadas nas arvores filogenéticas apresentadas nas
Figura 19 e 20.
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Figura 19. Relacionamentos filogenéticos de genes MPK de A. Thaliana, A. Lyrata
e populus. O genoma de populus foi obtido em http://genome.jgi-
psf.org/Poptrl/Poptrl.home.html, usando 20 sequéncias de aminoacidos MPK de
Arabidopsis em consultas diretas. O genoma de A. Lyrata foi obtido em
http://genome.jgi-psf.org/Aralyl/Aralyl.home.html, da mesma maneira. S6 foram
aceitas sequéncias cononicas de consenso para proteinas kinases
serine/threonine, bem como um posicionamento apropriado do loop de ativagéo
motif -TXY-. As sequéncias foram alinhadas utilizando o software clustaW com os
parametros: Pairwise alignment — Gap opening, 35.0, Gap extension, 0.75;
Multiple alignment — Gap opening, 50.0, Gap extension, 0.50. O resultado do
alinhamento no formatgo phylip foi submetido ao PHYML online para geragao da
arvore (http://atgc.lirmm.fr/phyml/). (Bootstrap=100). Para identificar as espécies
originais de cada MPK, um acronimo foi incluido antes do nome da proteina: At,
Arabidopsis thaliana; Al, Arabidopsis Lyrata; Pt, Populus trichocarpa; Hs, Homo
sapiens.
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Figura 20. Relacionamentos filogenéticos de genes MPK de A. Thaliana, Sorgo,
cana-de-agucar e arroz. O genoma de sorgo foi obtido em http://genome.jgi-
psf.org/cgi-bin/runAlignment?db=Sorbil&advanced=1, usando 20 sequéncias de
aminoacidos MPK de Arabidopsis em consultas diretas. Os transcritos de arroz
foram obtidos em http://www.tigr.org/tdb/e2k1/osal/data_download.shtml e os de
cana-de-agucar em http://www.sucest-fun.org/en/database-tools/cane-
genome/sucest/cluster-read-search, por meio de consultas diretas com as MPKs
derivadas de A. Thaliana e sorgo. S6 foram aceitas sequéncias cononicas de
consenso para proteinas kinases serine/threonine, bem como um posicionamento
apropriado do loop de ativacdo motif —TxY- . As sequéncias foram alinhadas
utilizando o software clustaW com os parametros:Pairwise alignment — Gap
opening, 35.0, Gap extension, 0.75; Multiple alignment — Gap opening, 50.0, Gap
extension, 0.50. O resultado do alinhamento no formatgo phylip foi submetido ao
PHYML online para geracdo da arvore (http://atgc.lirmm.fr/phyml/)
(Bootstrap=100). Para identificar as espécies originais de cada MPK, um acronimo
foi incluido antes do nome da proteina: At, Arabidopsis thaliana; Al, Arabidopsis
Lyrata; Pt, Populus trichocarpa; Hs, Homo sapiens.
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4.1.3. Ortélogos do AtMPK12 apresentam variagdo na assinatura
kinase (PK)

Com o objetivo de se investigar a variacdo no dominio kinase (PK)
observada na regido da assinatura —DxK- que, em médulos MPK12 de sorgo,
cana-de-acgucar e A. lyrata apresentaram variacdo —DLR-, foi feita uma analise,
separadamente, com ortélogos desses genes em outras espécies, a fim de se
verificar se esta variagcdo constitui uma caracteristica tipica deste grupo de
proteinas pertencentes ao clado B de MPKs. Nossas andlises com ortélogo da
proteina MPK12 de A. thaliana, em conjunto com as MPK12, identificadas por
este trabalho, em A. lyrata e sorgo, e também em arroz e milho, sendo estas
altimas obtidas no banco do NCBI, revelam um novo panorama da regido PK. Os
dados sugerem gque esta assinatura (-DLR-) é tipica de genes que compde o
grupo de ortélogos MPK12, tanto em monocotiledéneas quanto em dicotiledéneas
e sao distintas das demais MPKs identificadas, que apresentam assinatura —DLK,
-DVK- ou —DVK-, descritas como referéncia na literatura. A Figura 21 mostra o
alinhamento feito com as sequéncias MPK12 de todas as espécies analisadas,
em conjunto com os demais componentes pertencentes ao clado B. Tal hipotese
é reforcada quando a SbMPK12 é utilizada como sequéncia de entrada para
alinhamento via programa Blast junto aos bancos GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e PHYTOZOME v5.0 -http://www.phytozome.net/) e,
como resultado, foram obtidas as sequéncias ortlogas de arroz OsMPK12
(Os08g0157000) e milho ZmMPK12 (GRMZM2G123BB6_P01), respectivamente.
Tais proteinas, embora encontrem-se depositadas no banco do NCBI e no
PHYTOZOME como proteinas kinases, ndo estdo definidas como MPK 12.
Nossas analises de filogenia confirmaram que estas proteinas que possuem a
assinatura —DLR- pertencem ao clado B e constituem um grupo de ortélogos do

gene AtMPK12. O resultado dessa analise pode ser observado na Figura 22.
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Em alamo e em transcritos de cana-de-agucar, ortdlogos a AtMPK12 n&o
foram identificados. As proteinas AtMPK12 e AIMPK12 compartilham cerca de
99% de identidade em relacdo aos seus dominios, embora o tamanho da

sequéncia das MPK12 de A. lyrata seja um pouco maior.

LtMDE4 KYVHSANVIHEDIE R SNLLINENCDIE TGO FCLART KSET - —- - EMTEYV VI B YRADE
LIMDPE4 KYVHSANVIHEDIE R SNLLINENCDIE TGO FCLART KSET - —- - EMTEYV VI B YRADE
DtMPE4 KYVHSANVIHEDIK P SNLFINENCDIE TGO FCLART TSET - —- - EMTEYVVI B YRADE
ShMEPE4 KYVHSANITHEDIK P SNLFINENCDIE TADFCLART TSET - —- - IMTEYV VI B YRADE
ScMBE4 KYVHSANITHEDIK P SNLFINENCDIE TADFCLART TSET - —- - IMTEYV VI B YRADE
0=MDE4 KYVHSANVIHEDIK P SNLFINENCDIE TADFCLART TTET I- - - IMTEYV VI B YRADE
LtMEE1] KYVHSANVIHEDIE R SNLLINENCDIE TGO FCLART KSET - —- - EMTEYV VI B YRADE
LIMEEI] KYVHSANVIHEDIE R SNLLINENCDIE TGO FCLART KSET - —- - EMTEYV VI B YRADE
BtMEE1L KYVHSANVIHEDIK P SNLFINENCDIE TGO FCLART TSET - —- - EMTEYVVI B YRADE
PtMPEE-1 KYVHEANVLHEDLEP SNLLINSNCDLEIGD PG LART TAET D---- FMIEYVVIEWYRAPE
BtMPES-2 KYVHSANVIHEDIE P SNLLINSNCDIE GO FCLART TSET - —- - FEMTEYVVI B YRADE
LtMDES KY¥THSANVIHEDIK P SNLLINSNCDIETTOFCGLART TSETE- —- - ¥MTEYVVI B YRADE
LIMDES KY¥THSANVIHEDIK D SNLLINSNCDIETTOFCLART TSETE- —- - FEMTEYV VI B YRADE
ZeMPE1Z KYVHSANVLHEDLR P SNML LN AK CDLE TGO PG TART TTET D= -~ EMME YV VT EW YRAPE
OsMEE12 EYVHSANVIHEDLR PENTLINEKCDIE TGO FCLART TNET - —— - FEMMEYU VT B YRADE
SbMEE1Z EYVHSANVIHEDLR P ENTLINEKCDIE TGO FCLART TTET - —— - FEMMEYU VI B YRADE
LtMEE1Z EYVHSANTTHEDLIR PENVLINSENE LK TGO FCLART TSOTD- —- - EMTEYV VI EWYRADE
LIMEE1Z KYVHSANTLEABER P SNVLINSKNE LK ICD PG LART TSDTD- —— - EMTE YW VI RHYRADE
LtMEE13 KY¥THSANVIHEDIE R SNIVINTNCDIE ICDFCLART SNETE-—-- IMTEYVVI B YRADE
LIMEE13 KY¥THSANVIHEDIK R SNIVINTNCDIE ICDFCLART SNETE-—- - IMTEYV VI EWYRADE

Figura 21. Alinhamento de membros do clado B, ortélogos da AtMPK12 onde é
mostrada a variacdo no dominio PK. Todas as sequéncias ortdlogas da sequéncia
MPK12 estdo em destaque e possuem o dominio -DLR- na regido da assinatura
kinase. As sequéncias de cana-de-acucar foram obtidas em SUCEST -
http://www.sucest-fun.org, as de sorgo em http://genome.jgi-psf.org/cgi-
bin/runAlignment?db=Sorbil&advanced=1 e A. lIyrata em http://genome.jgi-
psf.org/Aralyl/Aralyl.home.html. As sequéncias OsMPK12 e ZmMPK12 foram
obtidas do NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Para identificar as espécies
originais de cada MPK, um acronimo foi incluido antes do nome da proteina: At,
Arabidopsis thaliana; Al, Arabidopsis Lyrata; Pt, Populus trichocarpa.
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Figura 22. Analise de filogenia conjunta das sequéncias MPK (-TxY-) revelando
que as proteinas do grupo MPK12 sdo préximas na escala evolutiva. O
alinhamento das sequéncias foi feito com ClustalW2 (gap open=50 gap ext=0.5) O
arquivo de saida foi entregue ao programa PhyML para geracdo da arvore
filogenética. As sequéncias de cana-de-acucar foram obtidas em SUCEST —
http://www.sucest-fun.org, as de sorgo em http://genome.jgi-psf.org/cgi-
bin/runAlignment?db=Sorbil&advanced=1 e A. lyrata em http://genome.jgi-
psf.org/Aralyl/Aralyl.nome.html. Para identificar as espécies originais de cada
MPK, um acronimo foi incluido antes do nome da proteina: At, Arabidopsis
thaliana; Al, Arabidopsis Lyrata; Pt, Populus trichocarpa.

4.2. Componentes MKKs

4.2.1. Identificacdo de componentes MKKs de Sorgo, Cana-de-acucar e A.

lyrata

Para o grupo de genes MKKs, as andlises nos bancos de dados
permitiram identificar 13, 10 e 5 sequéncias, respectivamente, para sorgo, A.

lyrata e cana-de-agucar (Tabela 2 e Tabela 3).
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Todas as MKKs identificadas possuem a regido candnica, onde ocorre a
fosforilacdo de MKKs por MKKKs em plantas, a tipica assinatura -S/TXXXxXS/T-.
Assim como foi feito com as MPKs, todas as MKKs de A. lyrata, sorgo e cana-de-
acucar foram denominadas seguindo a nomenclatura estabelecida inicialmente
para A. thaliana. Nossas analises identificaram a regido do dominio MKK
conservada para estas familias, com excec¢do dos genes do grupo MKK10 que,
curiosamente, para todas as espécies analisadas, revelaram variacbes de
sequéncia na regido do loop de ativagdo da proteina (ver Figura 19). Consultas
em bancos de dados publicos (GenBank) mostraram que, de um modo geral, os
ESTs identificados em cana-de-aclUcar para MKKs, assim como para MPKs,
possuem identidade acima de 85% com sequéncias MKKs depositadas no NCBI.

Alguns “clusters” identificados em cana-de-acUcar representam
sequéncias parciais de um mesmo gene de MKK. A identificacdo segura e
consequente montagem da sequéncia completa do gene foram possiveis gracas a
analise comparativa com sequéncias de sorgo, ortélogas para estes genes. Os
genes de cana-de-acucar obtidos por montagem foram MPK7, MKK3 e MKKA4.
Devido ao elevado grau de ploidia da cana-de-acucar, a identificacdo de
transcritos correspondentes a diferentes alelos para um mesmo gene é esperada.
Os “clusters” que representam possiveis alelos de genes MKK de cana-de-acucar
estdo descritos na Tabela 3. O esquema de montagem dos transcritos de cana-
de-acucar, a partir das sequéncias parciais, pode ser observado no item Material
e Métodos. Curiosamente, a variacdo da regido PK observada para genes que
pertencem ao grupo MPK12, assinatura -DLR-, também foi observada para um
componente de sorgo, SbMKK10-5. O componente SbMKK5-1 também apresenta
uma variacdo no dominio PK, assinatura - GIK-. Entretanto, SbOMKK5-1, mas néo
0 SbMKK10-5, parece possuir uma construcdo adequada no loop de ativacéo da

proteina, regidao S/TxxxxxS/T (Ver figura 23).
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AIMKK1 FMDGGSLADLLKKVEKVPEN-—--- HIMICKRVI.RGLCYIHHERRIIHRDLKPSNLLINI
SbMKK1 YMDGGSLADFLKTIVKTIPED-—-—- HLAAICKOVLKGLIHLHHERHITHRDLKPSNILIN
ScMKK1-1 YMDGGSLADFLKIVKTIPED-——--- HLAAICKOVLKGLIHLHHERHITIHRDLKPSNILIN
AIMKK2 YMDGGSLADFLKSVKTIPDS----- YLSAIFRQVLOGLIYLHHDRHIIHRDLKPSNLLIN
AIMKK6E YMDRGSLADVIRQVKTILEP----- YLAVVCKQVLLGLVYLHNERHVIHRDIKPSNLLVN
SbMKK6 YMDRGSLADIVKQVKIVLEP--—--- YLAVLCKOVLEGLLYLHHERHVIHRDIKPSNLLVN
ScMKK6 YMDRGSLADIVRQVKIVLEP-——-- YLAVLCKOVLEGLLYLHHERHVIHRDIKPSNLLVN
AIMKK3 YMNGGSLADILKVIKKIPEP-——-- VLSSMFHKLLQGLSYLHGVRHLVHRDIKPANLLIN
SbMKK3 YMDGGSLADVIRVKKSIPEP-——-- VLSHMLOXGLR---YLHEVRHLVHRDIKPANVLVN
ScMKK3 YMDGGSLADVIRVKKSIPEP----- VLSHMLOXGLR---YLHEVRHLVHRDIKPANVLVN
A1MKK4 FMDKG---SLEGAHVWKE--—--—-— QOLADLSRQILSGLAYLHSRHIVHRDIKPSNLLIN
SbMKK4 YMDRG---SLENHRIADE-==——-- HFLAHVARQVLSGIAYLHRRHIVHRDIKPSNLLID
ScMKK4 YMDGG---SLENHRIADE---——-- HFLAHVARQVLSGIAYLHRRHIVHRDIKPSNLLID
AIMKKS FMDOG—--SLEGAHVWQE————-- QELADLSROILSGLAYLHRRHIVHRDIKPSNLLIN
SbMKKS-2 YMDGG---SLDGRRIAAE-—-—--—-—- PFLADVARQVLSGIAYLHRRHIVHRDIKPSNLLID
— SOMKKS-1 YMDGG---SLNGHHIATE----—-- PLLADVARQVLSGIAYLHRRHIVHC]JJPSNLLID
ALIMKK1O LMEKGSLHDALLAQQVFTEP------ MISTLANRILQGLRYLQEMRIVHGDIKPSNLLIN
SbMKK10-7 YMDAGSLGDLLRRRRR----VGIPEAAVAEVAAHCVVALAQLHSRGVAHLDVKPDNLLAN
SbMKK10-6 YVDAGSLDRLLLLRRRRGLVGGIPEAALAEVAAQCVVALAQLHSRGVAHLDVKPDNLLAS
——> SbMKK10-5 LMDAGTLAGIVGRRGG----------- RGI PECM’VAAHVHSRGML-PDNLLRN
SbMKK10-2 LMPGGSLSGLLRRLGR-—--- PMGERPIAAVARQALLGLAALHALRVVHRDLKPSNLLVG
SbMKK10-4 LADGGSLDAVRTRRG------ AFAEAALAEVAARQALSGLAYLHARRIVHLDIKPANLLAT
SbMKK10-3 LVDGGSLDAVAARRG------ AFSEAALAEVIAQALAGLAHLQARRVVHRDVKPANLLVS
SbMKK10-1 YVPGGSLGDVLRRCGRLPED------ AIAGVARHVLCGLRHLHRLGIVHGDVKPSNLLVG
A1IMKK?7 YMDGGNLESLRGAVIEK-======== QLAGFSRQILKGLSYLHSLKLVHRDIKPANLLLN
A1MKKS YMDLGTLESLS-GVSEN--------- QLALMARQVLEGLNYLHEHKIVHRDIKPANLLRS
AIMKKS YMDGGTLESLRGGVIEQ--------- KLAGFAKQILKGLSYLHALKIVHRDIKPANLLLN A
AIMKK]1 HRGE=====~- VKITDFGVSKILISTSSLANSFVGTYPYMSPERISGSLYSNK-—-—-—--
AIMKK2 HRGE=====-=- VKITDEGVSIVMINTAGLANTFVGTYNYMSPERIIGNKYSNK--—=—--
SbMKK1 HRGE—=——~~ VKISDEFGVSAIIS FIGIYNYMAPERISGKKHGYM—---——--
— ScMKK1 HRGE-=——=~~ VKISDFGVSAIIS FIGIYNYMAPERISGKKHGYM—--———--
A1IMKK6 HEGE————~~ VKISDFGVSASLASSMGORDIFVGTYNYMSPERISGSTYDYS-———-—--
SbMKK6 REGE=-=——=-~ VKITDFGVSAVLASSIGORDTFVGTYNYMAPERISGSSYDYK-———-—--
ScMKK6 REGE====== VEITDFGVSAVLASSIGORDIFVGTYNYMAPERISGSSYDYK———-—-—-
A1MKK3 LKGE====== PKITDFGISAGLENSMAMCATFVGIVIYMSPERIRNDSYSYPADIWSLGL
SbMKK3 LEGE====== AKITDFGVSTIGLDNITMAMCATFVGIVIYMSPERIRNENYSYAADIWSLGL
ScMKK3-2 LEKGE--=--= AKITDFGVSTGLDNTMAMCATFVGIVIYMSPERIRNENYSYAADIWSLGL
ScMKK3-1 LEGE====== AKITDFGVSTIGLDNIMAMCATFVGIVIYMSPERIRNENYSYAAD--——--
A1MKK4 SAEN====== VEKIADFGVSRILAQTMDPCNSSVGTIAYMSPERINTDLNQGL----—YD
AIMKKS SAEN=-===== VEKIADFGVSRILAQTMDPCNSSVGT IAYMSPERINTDLNHGR---—-— YD
SbMKK4 SGRR------ VKIADFGVGRILNOQIMDPCNSSVGTIAYMSPERINTDLNDGA----—- YD
ScMKK4 SGRR------ VKIADFGVGRILNOTIMDPCNSSVGT IAYMSPERINTDLND-————=——--
SbMKKS-2 SARR==—=re= VEIADFGVGRILNQTMDPCNSSVGTIIAYMSPERINTDLNDGS----—YD

SbMKKS-1

ALMKK? SRNRRISSTGESPLKFGVSKIMIRSLDYCNSYVGICAYMSPERFDS-VAGEN------ SD B
ALMKKS SRNE=====~ VKIADFGVSKILVRSLDSCNSYVGICAYMSPERFDSESSGGS---=--- SD
ALMKKS SKEE=-=====~ VKITDFGVSKIVVKSFNKCNSFVGTYAYMSPERLDSEADGVIEED--KSN

Figura 23. Regides de assinatura conservadas para MKKs: (A) Regido da
assinatura kinase (PK) em destaque para as sequéncias MKK de sorgo, A.lyrata e
Cana-de-acucar e a (B) regido do subdominio MKK S/TxxxxxS/T em amarelo. O

alinhamento foi feito utilizando o programa ClustalW2 (gap open=50 e gap
ext=0.5). As regides destacadas na horizontal ilustram as MKKs que n&o possuem
uma construcdo adequada no seu loop de ativacdo. As sequéncias de cana-de-
acucar foram obtidas em SUCEST — http://www.sucest-fun.org, as de sorgo em
http://genome.jgi-psf.org/cgi-bin/runAlignment?db=Sorbil&advanced=1 e A. lyrata
em http://genome.jgi-psf.org/Aralyl/Aralyl.home.html. Para identificar as espécies
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originais de cada MPK, um acrénimo foi incluido antes do nome da proteina: At,
Arabidopsis thaliana; Al, Arabidopsis Lyrata; Pt, Populus trichocarpa.

A analise filogenética dos componentes de MKKs foi dividida em 2
grupos: o primeiro grupo com A. thaliana em conjunto com as espécies
monocotiledéneas e o segundo grupo com A. thaliana em conjuntos com as
espécies dicotiledéneas. O objetivo foi o destacar os dados relevantes
observados para ambos os grupos, conforme feito anteriormente para as MPKs.
Nossas analises revelam que modulos MKK10, para todas as espécies
observadas, apresentam uma distancia relativa dos demais membros do clado a
que pertencem (clado D). O mesmo pode ser observado para 0 componente
SbMKK5-1. A anadlise filogenética com os componentes de MKKs de
monocotileddneas e dicotiledoneas pode ser observada nas figuras 24 e 25.Com
0 objetivo de se investigar melhor a divergéncia e expansédo apresentada pelos
componentes do clado D de MKKs de ortdlogos do gene MKK10, uma arvore
filogenética parcial com membros de todas as espécies para este clado foi gerada
(Figura 26). Nossas analises permitiram verificar que, aparentemente, 0s
componentes do grupo MKK10 guardam uma distancia relativa, inclusive entre
membros paralogos dentro deste mesmo clado (Osmkk10-1 e SbMKK10-1 em
relacdo aos outros componentes MKK10 da sua espécie). Membros MKK10
apresentam também forte atividade de expansdao, principalmente verificado entre
as plantas monocotileddéneas. Entretanto, apesar de esse grupo de proteinas,
tanto em monocotiledbneas quanto em dicotiledoneas, apresentarem uma
construcdo inadequada do loop de ativagcao, a atividade de expanséo observada
para moédulos MKK10 nao foi observada entre ortdlogos das dicotiledbneas

analisadas.
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Figura 24. Relacionamentos filogenéticos de genes MKK de A. Thaliana, A. Lyrata
e populus. O genoma de populus foi obtido em http://genome.jgi-
psf.org/Poptrl/Poptrl.nome.html, usando 10 sequéncias de aminoacidos MPK de
Arabidopsis em consultas diretas. O genoma de A. Lyrata foi obtido em
http://genome.jgi-psf.org/Aralyl/Aralyl.home.html, da mesma maneira. S6 foram
aceitas sequéncias cononicas de consenso para proteinas kinases
serine/threonine, bem como um posicionamento apropriado do loop de ativagéo
motif —S/TxxxxxS/T-. As sequéncias foram alinhadas utilizando o software
clustaW com os parametros: Pairwise alignment — Gap opening, 35.0, Gap
extension, 0.75; Multiple alignment — Gap opening, 50.0, Gap extension, 0.50. O
resultado do alinhamento no formatgo phylip foi submetido ao PHYML online para
geracao da arvore (http://atgc.lirmm.fr/phyml/). (Bootstrap=100). Para identificar as
espécies originais de cada MKK, um acronimo foi incluido antes do nome da
proteina: At, Arabidopsis thaliana; Al, Arabidopsis Lyrata; Pt, Populus trichocarpa;
Hs, Homo sapiens.
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Figura 25. Relacionamentos filogenéticos de genes MKK de A. Thaliana, Sorgo,
cana-de-agucar e arroz. O genoma de sorgo foi obtido em http://genome.jgi-
psf.org/cgi-bin/runAlignment?db=Sorbil&advanced=1, usando 10 sequéncias de
aminoacidos MKK de Arabidopsis em consultas diretas. Os transcritos de arroz
foram obtidos em http://www.tigr.org/tdb/e2k1/osal/data_download.shtml e os de
cana-de-agucar em http://www.sucest-fun.org/en/database-tools/cane-
genome/sucest/cluster-read-search, por meio de consultas diretas com as MKKs
derivadas de A. Thaliana e sorgo. S6 foram aceitas sequéncias cononicas de
consenso para proteinas kinases serine/threonine, bem como um posicionamento
apropriado do loop de ativacdo motif —S/TxxxxxS/T-. As sequéncias foram
alinhadas utilizando o software clustaW com os parametros: Pairwise alignment —
Gap opening, 35.0, Gap extension, 0.75; Multiple alignment — Gap opening, 50.0,
Gap extension, 0.50. O resultado do alinhamento no formatgo phylip foi submetido
ao PHYML online para geracdo da arvore (http://atgc.lirmm.fr/phyml/).
(Bootstrap=100). Para identificar as espécies originais de cada MKK, um acronimo
foi incluido antes do nome da proteina: At, Arabidopsis thaliana; Al, Arabidopsis
Lyrata; Pt, Populus trichocarpa; Hs, Homo sapiens.



62

BT

AdbdaiT

AlMKES

h AR

— [ ARE
L amas

= PEAEED

Flaalae1-2
= |: PAMERT -1

Sb M I0S

| [ SeMeaios
= |
T ERMKKIDT

EbMEK 104G

ShMEE03

O ER10-2
T\V SoMEMID-2
=
ShMHER 2

O F10-5

A0
?1j' A1
PEMIAD

= DMER10-1 o1

" ShaKEI0-

HaldF 5

Figure 26. Arvore filogenética com as sequéncias de MKKs de sorgo, cana-de-
acucar, A. lyrata, A. thaliana, dlamo arroz. Para obter uma melhor resolugédo, um
alinhamento separado das sequéncias de aminoacidos do clado D foi proposto e
a arvore filogenética foi construida utilizando a ferramenta PHYML, utilizando o
modelo de substituicdo JTT — bootstrap=100. As sequéncias de cana-de-acucar
foram obtidas em SUCEST - http://www.sucest-fun.org, as de sorgo em
http://genome.jgi-psf.org/cgi-bin/runAlignment?db=Sorbil&advanced=1 e A. lyrata
em  (http://genome.jgi-psf.org/Aralyl/Aralyl.home.html).  Acrénimos  foram
utilizados para identificar as espécies (Al — A. lyrata, At- A.thaliana, Pt — Populus
trichocarpa, Sc — Sugarcane e Os — Oryza sativa e Sb — Sorghum bicolor)
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4.2.2. MKK3 de Sorgo, cana-de-acucar e A. lyrata po ssuem dominio NTF

conservado

Um dos mais interessantes clados MKK & composto pelas sequéncias do
gene MKK3, pertencentes ao Grupo B. Este gene também foi identificado em
sorgo, cana-de-acucar e A. lyrata, bem como ja havia sido observado no genoma
de arroz. Uma caracteristica incomum destes genes é o fato de possuirem uma
extensdo 3’ codificando um dominio NTF (* Fator de Transferéncia Nuclear’) (Ver
figura 27).

ShMEEZ QEDANAR P EF L L SR TRRY AGTEV LA A Y VES U IETER LK) T A FMLA T HY VLT PGS0 G IWHEMET FYMEQS TESES GEVTVGOND T FOSLSNIREKLIENR FREKT VHUWE FLEC
ScMEE3 JEDADARPMCEQLL.EHPFTHRY AGTEVILAAY VES IFTER LEQT A FMLA T HY YL FHGSNGIWHHEMET FYMEQS TESES GV GONDI FOSLE HIREH LEGIR FREKT VHVWE BELHEC
O=MEF2 FDADAR - E L LSNP E TR Y ENT TV LAY VES TV IETER LI T A FML AV HE VLT PHET DG IWHE MET Y MEES TESES GV GOS0 EITLSNIREKLEEN FERERT VHUWEFLEC
ACMEFI QEDEDARPT AN L. EHPF TTHH EFERVILAT S I DET QR LEDLA TMLT T HY ¥ B L. FIGE N L WHA AKSLY TET S VESE S GEHNT GETEL FSALS DTRNT LTGIL PFSERLVHVWE BLEC
AIMEEZ QFDEDARETADLLEHPE TTEH EFERVILAT E 8 [EDFT QR LEILA TMLT T HY ¥ 5L EDGE D ILWHH AKSLY TET 3 VESE S GHHHT GSTEL FSALS DIFNT LTGIL P SEKLVAVWE FLEC
ShMEEZ RANGEDGUA TR S6E E TR E LCEn G INAE GME SLIELS I DI PSR F REQ FIMLEGH LM CE FISF ILY ] ———————
ScMEE3 BANDETG A TR ES6E F TR E TG0 G IHAE GMP SMIELS I DT PEKRVGIFBEQFL XATGE FHVMLLHTFA RSVHFPILIEHI T
O=MEF2 BRI A TR G E E TR E LI O GLOAE AP L EEL S I DI PSR R R EREQ FIMERGS S FTLR O I I T——— ————
ACMEEI FPCGEGEVT IRAVGE F TR E LICGD G AE GLE SE EIILGE TNASE RVGRFE FVVESGD LIGHY FLAKD ELYT ————————
AIMEFI FPHGHGET TRAWGE F TR E LICED G AR GLE SE FILGE TNASE FVGR P E PV VESGD LIGKY FTAKDELYT ————————

Figura 27. Alinhamento do dominio NTF das MKK3 de sorgo, cana-de-acucar,
arroz, A. thalianathaliana e A. lyrata. A regido do transportador nuclear NTF esta
em amarelo. O alinhamento foi feito com o programa ClustalW?2 (gap open 50 gap
ext 10.0). As sequéncias de cana-de-acucar foram obtidas em SUCEST -
http://www.sucest-fun.org, as de sorgo em http://genome.jgi-psf.org/cgi-
bin/runAlignment?db=Sorbil&advanced=1 e A. lyrata em http://genome.jgi-
psf.org/Aralyl/Aralyl.home.html.

Embora proteinas contendo dominio NTF sejam codificadas em outros
genomas eucarioticos, incluindo A. thaliana, a combinacao verificada em plantas
de genes com funcdo MAP Kinase Kinase (MKKs) e que incluiem dominio NTF

parece ser unica .

4.3. ldentificacdo de componentes MPKs/MKKs especif icos para

monocotiledbneas e dicotileddneas

Analises filogenéticas revelam componentes MPKs comuns encontrados no
genoma de plantas superiores. Entretanto, ao longo do processo evolutivo, alguns
modulos aparentemente continuaram se expandindo e deram origem a grupos de

genes especificos de plantas monocotiledoneas, outros permaneceram
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monofiléticos e s6 foram preservados para plantas dicotiledéneas. Dentre os
componentes MPKs tipicos de plantas dicotiledéneas, podemos citar as proteinas
do grupo MPK1, MPK2, MPK5, MPK8, MPK9, MPK10, MPK11, MPK13, MPK15,
MPK18 e MPK19. Dentre os componentes MPKs encontrados no genoma de
ambos os grupos (monocotiledoneas e dicoteledoneas), podemos citar MPK3,
MPK4, MPK6, MPK7, MPK12, MPK14, MPK16, MPK17 e MPK20. Também pode
ser observado que cerca de 50% dos mdédulos MKKs também permaneceram
monofiléticos. Dentre estes modulos, citamos o MKK2, MKK7, MKK8, MKK9 e
MKK11. Curiosamente, vale ressaltar que s6 foram observados modulos MKK11
em &lamo. Em A. lyrata e A.thaliana, bem como nas demais espécies, este
componente nao foi identificado. As figuras 28 e 29 mostra de forma conjunta os
componente MPK e MKK nas diversas espécies analisadas, onde o simbolo (*)
indica aqueles que ndo foram identificados na espécie. Desta forma, é possivel
uma visdo geral de como estes componentes estdo estruturados e organizados
nos diferentes clados (A, B, C e D) nas varias espécies. A Figura 30 ajuda a
ilustrar os modulos que sdo comuns e 0s modulos que sao exclusivos de

monocotiledéneas e dicotileddneas.
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A. Thaliana A. lyrata Populus Trichocarpa Oryza sativa Sorghum bicolor  Sugarcane

grupo
A

Figura 28. Visdo conjunta dos ortélogos de MPKs A. thaliana identificados A.
lyrata, alamo, arroz, sorgo e cana-de-acgucar.



66

grupo  A. Thaliana A. lyrata Populus Trichocarpa Oryza sativa Sorghum bicolor Sugarcane

Figura 29. Visdo conjunta dos ortélogos de MKKs A. thaliana identificados A.
lyrata, alamo, arroz, sorgo e cana-de-acgucar

Dicotiledéneas —_— _ Monocotileddneas

fa)

Dicotiledéneas MKKs Monocotiledéneas

(5}

Figura 30. Componentes MPKs/MKKs predominantes em plantas superiores. (a)
componentes MPKs encontrados em mono e dicotiledéneas, (b) componentes
MKKs encontrados em mono e dicotiledoneas
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4.4. A. thaliana e A. lyrata ndo apresentam significativas divergéncias
evolutivas para médulos de genes MAP kinases

A analise filogenética realizada com os ort6logos de MPKs/MKKs de A.
thaliana situou os membros sorgo, cana-de-agucar e A. lyrata em 4 clados,
similarmente ao que foi obtido com arroz, A. thaliana e alamo (Hamel, 2006).
Embora o genoma de A. lyrata seja maior que o genoma de A. thaliana, a anélise
filogenética e estrutural de genes MPK/MKK destas espécies permitiram observar
gue nao existem divergéncias evolutivas significativas entre médulos MPK/MKKSs,
e que as sequéncias ortdlogas destas duas espécies compartilham cerca de 99%
de identidade.

Os genes MPK10 e MPK13, presentes em ambas as espécies, nao
possuem ortdlogos nas demais espécies analisadas e ambas apresentam uma

relativa distancia das demais MPKs no clado onde estao localizadas.
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5. DISCUSSAO

5.1. Identificacdo de genes MPKs de sorgo, canae  A. lyrata

A familia de genes MAP Kinases em plantas reflete um modelo antigo de
diversificacao, que ja havia se estabilizado antes das divergéncias evolucionarias
de monocotiledéneas e dicotiledbneas. Para todas as trés espécies,
ortélogos/paradlogos MPKs/MKKs podem ser identificados em algum grupo de
MAP Kinase, tais como os definidos inicialmente para A. thaliana (Hamel, 2006).

Pesquisas in silico em bancos de dados gendmicos de sorgo e A. lyrata e
no banco de transcritoma da cana-de-acucar (SUCEST, 2010) identificaram,
respectivamente, 16, 20 e 13 sequéncias MPKs. Tais observacgdes reforcam as
evidéncias de que a familia de genes MPK seja substancialmente menor em
plantas monocotiledéneas se comparadas as plantas dicotiledéneas, conforme
proposto por Rodriguez et al. (2010). Uma vez definido o alto grau de
conservagao estrutural das sequéncias dos genes MPK, a nomenclatura adotada
inicialmente para A. thaliana (MAP Group, 2002) e, posteriormente, para arroz e
alamo (Hamel, 2006), parece ser adequada para ser utilizada para sorgo, cana-
de-acucar e A. lyrata. Cabe destacar, entretanto, que tal modelo proposto nédo é
baseado em evidéncias quanto a conservacao de papéis biologicos.

Com a disponibilidade das MPKs de sorgo e dada a proximidade
genético-evolutiva desta espécie com a cana-de-acucar, espera-se que ambas
suportem o mesmo modelo de duplicagdo génica e que, portanto, sejam

identificados numeros aproximados de genes ortélogos/paralogos pertencentes
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aos mesmos grupos dentro dos clados. As MPKs identificadas no banco de dados
gendmicos de sorgo ajudaram a nortear as etapas do processo de identificacédo
dos transcritos de cana-de-agucar correspondentes as sequéncias (MPK3, MPK?7,
MPK14, MPK17-1 e MPK20-2), uma vez que foram encontrados mais de um
transcrito (ou parte dele) que correspondesse a um mesmo modulo MPK em
cana-de-agucar. A abordagem comparativa de genomas tem sido uma estratégia
utilizada em pesquisas que tém se dedicado a um melhor entendimento da
fisiologia, metabolismo e genética dessas duas espécies de plantas (Albino et al.,
2006; KUITTINEN, H. et al., 2004), uma vez que tem sido demonstrado que o
genoma de uma espécie pode ser estudado por meio do entendimento do
genoma de espécies correlatas. Dessa forma, a inclusdo de dados provenientes
do genoma de sorgo constituiu uma estratégia para um melhor entendimento da
organizacdo estrutural dos componentes MAP Kinases que foram identificados
em cana-de-agucar a partir do banco de transcritoma da cana-de-acucar
(SUCEST, 2005).

5.2. Eventos de paralogia evidenciam expansdo MPK n o clado “D” e analise
filogenética revelam duplicacbes de genes MPKs que ocorrem apols a

divergéncia entre monocotoleddneas e dicotiledoneas

A inclusdo de trés novas espécies ao conjunto de dados, sendo duas
monocotiledéneas, também permitiu uma melhor discussdo a respeito da
expansao observada no clado D, tanto para modulos de genes MPKs quanto de
genes MKKs. A expansdo de MPKs do clado D (genes MPK21), observada
primeiramente em arroz, mas ndo em A. thaliana e alamo (Hamel, 2006), ndo
permitia responder se seria consequéncia de uma linhagem-especifica ou se
representaria eventos de duplicacdo ocorridos apos a divergéncia de
monocotileddneas e dicotiledéneas. A recente conclusdo do sequenciamento do
genoma de sorgo tornou possivel responder a esta pergunta. Os dados aqui
apresentados sugerem que os genes, membros do grupo D de monocotiledéneas,
continuam se expandindo, dando origem ao subgrupo de ortélogos do gene
MPK21, observado primeiramente em arroz, mas ndo em alamo e arabidopsis
(Hamel, 2006) e, identificado por este trabalho, em sorgo. Entretanto, ainda se

desconhece as vantagens conferidas as monocotiledéneas em fun¢do da notavel
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expansdo observada no clado D. Em consultas realizadas em banco de dados de
expressao de arroz (BAR, 2010), pode ser verificado que os genes OsMPK21-1 e
OsMPK21-2 s&o induzidos em varios tecidos e em varias fases do
desenvolvimento da planta, notavelmente na fase final da semente. Em cana-de-
acucar, transcritos para o gene MPK21 nédo foram identificados. Ainda em cana-
de-acucar, foi observada uma variacdo na assinatura MPK (-TxY) no gene
ScMPK20-4 (-RIM-), do grupo das MPKs20, pertencente ao clado D, onde
também foi verificada expansdo numeérica. Pesquisas aos dados de expressao do
SUCEST (http://www.sucest-fun.org/en/database-tools/cane-
enome/sucest/cluster-read-search) sugerem que este gene é expresso em VAarios
tecidos/condicbes avaliados. Entretanto, ndo ha evidéncias de que este gene
desempenhe atividade MPK e s8o necessarios experimentos in vitro para

confirmar a atividade MPK para esta proteina.

5.3. Ortélogos do ATMPK12 apresentam variagcdo na as sinatura KINASE —
DxK-

A analise do grupo de genes MPK12, que pertencem ao clado B das
espécies analisadas, mais a inclusdo da MPK12 de milho (ZmMPK12) e da
MPK12 arroz (OsMPK12), permitiu observar que, curiosamente, a regido da
assinatura kinase apresenta a variacdo -DLR- no dominio (PK), ao invés da
assinatura —D[L/V/I]K descrita até o0 momento na literatura (MAPK Group, 2002;
Hamel et al., 2006). Ainda ndo se pode afirmar que a variacdo observada no
dominio PK para este grupo de genes confere a proteina qualquer variagcdo no
ambito da atividade biolégico. Embora ainda sejam necessarios estudos para
confirmacgéo do papel biologico das MPK12 em sorgo, arroz e milho, as analises
com ferramentas de bioinformatica permitiram identificar esta variante no dominio
kinase, aparentemente, tipica deste grupo de genes. Pesquisas realizadas com a
MPK12 de A. thaliana revelam que esta proteina é funcional e interage
diretamente com a proteina MPK fosfatase INDOLE-3-BUTYRIC RESPONSE 5
(IBR5). MPK12 em A. thaliana (AtMPK12) atua em conjunto com a MPK IBR5, em
um cenario muito especifico, como reguladores negativos de sinalizacdo de
auxinas (Lee et al., 2009). Consultas realizadas nos bancos de expressao de A.
thaliana e arroz (BAR — 2010) revelam que, tanto AtMPK12 quanto OsMPK12 séo
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transcritos em inflorescéncia de ambas as espécies. Em arroz, tais transcritos sao

mais fortemente expressos na fase S3 e S4 do desenvolvimento de sementes.

5.4. Identificacdo de genes MKKs de sorgo, canae  A. lyrata

Pesquisas in silico em bancos de dados genémicos de sorgo, A. lyrata e
no banco de transcritoma da cana-de-acucar (SUCEST, 2010) identificaram,
respectivamente, 13, 10 e 5 sequéncias MKKs. Em todas as sequéncias MKKs
identificadas foram encontradas as assinaturas pertinentes a familia Map kinase
kinase, com exceg¢do apenas para as SbMKK5-1 e SbMKK10-5, que
apresentaram dominio kinase —-GIK- e — DLR-, respectivamente, além das
sequéncias SbMKK1 e ScMKK1, que revelaram uma constru¢do inadequada do
dominio MKK, com a auséncia de um aminoacido no “loop” de ativacdo da
proteina. Com relacdo as proteinas do grupo MKK10, assim como observado em
outras espécies, a analise filogenética revela intensa atividade de duplicacéo
génica, embora ndo haja evidéncias de que estas proteinas desempenham papel
de MKK.

5.5. Identificacdo de componentes MPKs/MKKs predomi  nantes em plantas

dicotiledbneas

Cerca de metade do numero de componentes MPKs, observados para o
grupo das dicotiledoneas, ndo foram observados nas espécies de
monocotiledéneas aqui analisadas. No ambito de genes MPKs, foram observados
apenas em dicotileddneas os modulos AtMPK1, AtMPK2, AtMPK5, AtMPK10,
AtMPK11, AtMPKS8, AtMPK9, AtMPK13, AtMPK15, AtMPK18 e AtMPK19. Apesar
de ainda pouco descritos na literatura, nossas andlises permitiram observar que
tanto MPK10 de A. thaliana quanto MPK10 de A. lyrata se destacam na arvore
filogenética, por apresentarem uma consideravel distancia em relacdo aos demais
membros MPKs pertencente ao mesmo clado (Clado A). Pesquisas anteriores em
A. thaliana comprovaram que o gene AtMPK10 é expresso em baixos niveis numa
gama de sistemas de ensaios, sugerindo, inclusive, que ha uma tendéncia do
gene MPK10 vir a se tornar ndo funcional em A. thaliana (Hamel et al., 2006).

Entretanto, ndo foram obtidas informac¢es nos bancos de expressao a respeito
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do papel desempenhado por AtMPK13 em A. thaliana, membro do caldo B, sendo
também observada uma relativa distancia deste componente, na arvore
filogenética, em relacdo aos demais modulos que compde o mesmo clado.

Com relacdo aos modulos MKKs que permaneceram monofiléticos (MKK2,
MKK7, MKK8, MKK9 e MKK11l) e, portanto, apenas observados em
dicotiledéneas, sabe-se que em A. thaliana o componente AtMKK2 tem sido
envolvido em resposta ao frio e a elevada salinidade (Teige et al., 2004). Ainda
em A. thaliana, o gene AtMKK7 est4 envolvido no transporte polar de auxinas e
resisténcia basal e sistémica (Zhang et al., 2007) e AtMKK9 na resposta a etileno
(Zhou et al., 2009). Tanto AtMKK7 quanto AtMKK9 pertencem ao clado D.
Curiosamente, o gene PtMKK11 foi encontrado apenas em alamo. Nao € possivel

afirmar qual o papel biolégico de MKK11 em plantas superiores.

5.6. Andlise filogenética revela intensa atividade de expansao de genes

pertencentes ao grupo MKK10

Uma andlise mais atenta revela que sequéncias MKK10 de todas as cinco
espécies ndo apresentam uma constru¢cdo convencional no sitio de ativacao da
proteina, a assinatura — S/TxxxxxS/T-. Além disso, SbMKK10-5 de sorgo
apresenta também a assinatura —DLR-, observada para genes pertencentes ao
grupo MPK12. Entretanto, nossas analises verificam que isto constitui uma
excecdo dentro deste clado, diferente do que foi observado para o grupo das
MPK12. Em sorgo, assim como foi verificado em arroz, evidéncias apontam para
registros de intensa atividade de expanséo e duplicacdo génica (paralogia) para
genes MKK10 em monocotiledéneas, mas ndo em dicotiledoneas. A analise
conjunta dos genes MKKs identificados em sorgo, cana-de-acucar e A. lyrata, em
comparacao com A. thaliana, arroz e alamo, revela um panorama onde € possivel
discutir acerca do papel funcional dos genes pertencentes ao grupo MKK10,
localizado no clado D de MKKs. Genes MKK10 em plantas podem representar
versbes de novas funcionalidades da estrutura candnica MKK, atuando talvez
como proteinas acessoérias nao-cataliticas (Jonak et al., 2002; Whitmarsh et al.,
1998). Embora a questdo da funcionalidade MKK para este grupo de genes
poderia ser amplamente discutivel, a analise da expressdo (BAR, 2010) revela

que, em arroz, MKK10-1 e MKK10-2 sdo expressos em varios tecidos, sendo
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mais induzidos em folha. Em A. thaliana, AtMKK10 € expressa na fase final do

desenvolvimento da semente e na fase de pdlem maduro.

5.7. MKK3 de sorgo, cana e A. lyrata possuem dominio NTF conservado

Um dos mais interessantes clados MKK consiste das sequéncias de
ortélogos do componente AtMKK3, que formam o Unico grupo de genes do clado
B de MKK. Tal grupo de proteinas € caracterizado por possuir uma caracteristica
incomum aos componentes dos outros clados MKKs, dado o fato de conservarem
uma regido de extensdo 3’ codificando um dominio NTF (‘Fator de Transferéncia
Nuclear’). Pesquisas tém associado a presenca do dominio NTF ao transporte de
proteinas nucleo-citoplasma (Steggerda et al., 2002). Em A. thaliana, o papel
biolégico dos genes MKK3 é associado a ativacdo de genes do clado C na
cascata eliciada por patégenos e sdo dependentes da sinalizacdo de &cido
jasmonico (JA) (Rodriguez et al., 2010; Doczi et al., 2007; Takahashi et al., 2007).
Pesquisas ainda sugerem que estes papéis sdo atribuidos provavelmente a
habilidade de AtMKK3 de interagir com uma série de MPKs diferentes (AtMPK1,
AtMPK2, AtMPK7 e AtMPK14) (Erik et al.,, 2009). Curiosamente, 0 genoma
Chlamydomonas codifica um Unico gene MKK e este pertence a classe estrutural
das MKKS3, incluindo o dominio 3'-NTF. Tal observagao indica que este arranjo
quimérico teve uma longa e bem sucedida histéria evolutiva na linhagem de
eucariotos fotossintéticos (Hamel et al., 2006). Dados derivados de analise em
bancos de expresséao (BAR) revelam que o transcrito AtMKK3 € significativamente
induzido em sementes sescas de A. thaliana e, em arroz, OsMKK3 € induzido na
fase de germinacao.

Apesar de o genoma de A. thaliana (n=5) ser bem menor que o genoma
de A. lyrata (n=8), onde n representa o niumero de cromossomos da espécie, a
analise filogenética e estrutural conjunta das sequéncias ortélogas dos
componentes MPK/MKK, revelou que as duas espécies de arabidopsis
apresentam o0 mesmo modelo evolutivo. Nossas analises sugerem que 0S
modulos MPK/MKKS de A. lyrata e A. thaliana possuem padrdo genético-
estrutural semelhante para grande parte dos genes MPK/MKK identificados,
sugerindo que ortdlogos de modulos MKKs/MPKs desempenham papéis

bioldgicos semelhantes.
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6. RESUMO E CONCLUSAO

A analise filogenética feita com as sequéncias de genes MPKs e MKKs de

sorgo, A. lyrata e cana-de-acucar, identificadas por este trabalho, conjuntamente

com as sequéncias de genes MPK e MKKs de arroz, dlamo e A. thaliana,

derivados das pesquisas feitas por Hamel (2006), permitiram desenhar um

cenario onde foi possivel investigar os padroes e divergéncias evolutivas de

genes

MAP Kinases de plantas superiores. A metodologia utilizada foi

fundamental dentro do escopo dos resultados obtidos, permitindo uma andlise

concisa dos dados com as seguintes conclusdes:

Foram identificados 16, 13 e 20 componentes MPKs em sorgo, cana e A.
lyrata, bem como foram identificados 13, 5 e 10 componentes MKKs em
sorgo, cana e A. lyrata, respectivamente. Nossas analises permitiram
confirmar que em monocotileddneas o niumero de genes MPKs e MKKs
constituem uma familia de genes menos numerosa se comparadas com o
namero de componentes identificados para dicotiledéneas. Esta
caracteristica ja havia sido sugerida em trabalhos anteriores (Hamel, 2006);
A atividade de expansao observada no clado D para componentes MPK
permitiu concluir que o grupo MPK21 foi originado apés a divergéncia entre
dicotiledéneas e monocotiledoneas.

Nossas analises concluiram que a variacdo no segundo aminoacido do
motivo (DxK), o dominio —DLR-, observada em componentes do grupo B
de MPKs, parecem tipicas de membros do grupo das MPK12. O dominio —

DLR- foi pela primeira vez identificado por este trabalho.
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Nossas analises levam a crer que alguns componentes do clado D de
dicotiledbneas permaneceram monofiléticos e nédo foram encontrados em
monocotiledéneas (MKK7, MKK8, MKK9 e MKK11). Dessa forma, foi
possivel concluir que membros MKK10 formam os Unicos constituintes
deste clado em monocotiledoneas.

A andlise conjunta dos genes de MKKs de todas as espécies também
permitiu concluir que componentes MKK3 sdo Unicos constituintes do clado
B de MKKs tanto de monocotiledéneas quanto de dicotiledéneas. O que
permite entender que o dominio NTF parece ser exclusivo destes
componentes da familia kinase e continuaram sendo preservados durante
0 processo evolutivo mesmo apos a divisdo de mono e dicotileddneas. Isto
sugere que estes genes desempenham um papel relevante dentro do
contexto evolucionario de plantas superiores.

A nomenclatura proposta para a anotagédo de componentes MPK/MKK se
mostrou adequada, embora ndo esteja baseada em similaridades de
papéis bioldgicos.

Nossas analises também permitiram verificar que A. lyrata e A. thaliana

nao possuem divergéncias relevantes para os médulos MPK/MKKSs.



76

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Ahlfors, R., Violetta Macioszek, Jason Rudd,Mikael Brosché, Rita Schlichting,
Dierk Scheel, Jaakko Kangasjarvi (2004) Stress hormone-independent
activation and nuclear translocation of mitogen-activated protein kinases in

Arabidopsis thaliana during ozone exposure. Plant J, 40:512-522

Altschul S. F., Madden T. L., Schaffer AA, Zhang J, Zhang Z, Miller W, Lipman DJ
(1997) Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database
search programs. Nucleic Acids Res, 25:3389-3402.

Andreasson E., Jenkins T, Brodersen P, Thorgrimsen S, Petersen NH, (2005).
The MAP kinase substrate MKSL1 is a regulator of plant defense responses.
EMBO J, 24:2579-89.

BAR — www.bar.utoronto.ca , acessado em junho de 2010.

Bardwell AJ., Frankson E, Bardwell L. (2009). Selectivity of docking sites in MAPK
kinases. J. Biol. Chem, 284:13165-73.

Bogre, L. et al., 1999 A MAP kinase is activated late in plant mitosis and becomes
localized to the plane of cell division. Plant Cell, 11, 101-113.

Brader, G. (2007) The MAP kinase kinase MKK2 affects disease resistance in
Arabidopsis. Mol. Plant Microbe Interact, 20:589-596.



77

Brodersen P., Petersen M, Bjorn Nielsen H, Zhu S, Newman MA. (2006)
Arabidopsis MAP kinase 4 regulates salicylic acid- and jasmonic
acid/ethylene-dependent responses via EDS1 and PADA4. Plant J, 47:532-46.

Bush, S.M. and Krysan, P.J., (2007) Mutational evidence that the Arabidopsis
MAP kinase MPKG6 is involved in anther, inflorescence and embryo
development. J. Exp. Bot, 58, 2181-2191.

Cardinale F., Meskiene |, Ouaked F, Hirt H. (2002) Convergence and divergence
of stress-induced mitogen-activated protein kinase signaling pathways at the
level of two distinct mitogen-activated protein kinase kinases. Plant Cell,
14:703-11.

Cho, S.K., Clayton T. Larue, David Chevalier, Huachun Wangt, Tsung-Luo Jinn,
Shuqun Zhang, and John C. Walker (2008) Regulation of floral organ
abscission in Arabidopsis thaliana. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 105, 15629—-
15634

Colest , Brosch R., Parkhill J., Garnier T., Churcher C., Harris D., (1998).
Deciphering the biology of Mycobacterium tuberculosis from the complete

genome sequence. Nature, 393:537-44.

Crooks GE, Hon G, Chandonia JM, Brenner SE. 2004. WebLogo: a sequence logo
generator. GenomeRes. 14:1188-90

Marenda D.R., A.D. Vrailas, A.B. Rodrigues, S. Cook, M.A. Powers, J.A.
Lorenzen, L.A. Perkins, K. Moses (2006) MAP kinase subcellular localization
controls both pattern and proliferation in the developing Drosophila wing,
Development 133: 43-51.

Doczi R, Brader G, Pettko-Szandtner A, Rajh I, Djamei A, et al. 2007. The

Arabidopsis mitogen-activated protein kinase kinase MKKS3 is upstream of



78

group C mitogen-activated protein kinases and participates in pathogen
signaling. Plant Cell,19:3266-79

Droillard MJ, Boudsocq M, Barbier-Brygoo H, Lauriere C. (2004). Involvement of
MPK4 in osmotic stress response pathways in cell suspensions and plantlets
of A. thaliana thaliana: activation by hypoosmolarity and negative role in
hyperosmolarity tolerance. FEBS Lett, 574:42—-48

Erik Andreasson, Brian Ellis (2009) Convergence and specificity in the
Arabidopsis MAPK nexus - Trends in Plant Science Vol.15 No.2

Maria D. Ermolaeva, Martin Wu, Jonathan A. Eisen and Steven L. Salzberg (2003)

Plant Molecular Biology, Volume 51, Number 6, Pages 859-866

Ewing, B.; GREEN, P. (1998) Base-calling of automated sequencer traces using
phred. Il. Error probabilities. Genome Research, Woodbury, 8:186-194.

FAPESP - (http://www.agencia.fapesp.br/materia/9227/especiais/a-vez-da-cana-

de-acucar.htm). Acessado em jan 2010

Feilner, T., Claus Hultschig, Justin Lee, Svenja Meyer, Richard G. H. Immink,
Andrea Koenig, Alexandra Possling, Harald Seitz, Allan Beveridge, Dierk
Scheel, Dolores J. Cahill, Hans Lehrach, Jirgen Kreutzberger, and Birgit
Kersten (2005) High through-put identification of potential Arabidopsis MAP
kinase substrates. Mol. Cell. Proteomics 4, 1558-1568

Adams MD, White O, Clayton RA, Kirkness EF, Kerlavage AR, (1995). Whole-
genome random sequencing and assembly of Hae mophilus influenzae Rd.
Science, 269:496-512.

Fraser CM, Gocayne JD, White O, Adams MD, Clayton RA, Fleischmann RD.
(1995) The minimal gene complement of Mycoplasma genitalium. Science,
270:397-403.



79

Frye, Catherine A. Dingzhong Tang, and Roger W. Innes. (2001) Negative
regulation of defense responses in plants by a conserved MAPKK kinase.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 98, 373-378

Gao, L. and Xiang, C-B. , (2008) The genetic locus At1g73660 encodes a putative
MAPKKK and negatively regulates salt tolerance in Arabidopsis. Plant Mol.
Biol, 67:125-134

Garrington, T. and Johnson, G. (1999) Organization and regulation of mitogen-
activated protein kinase signaling pathways. Curr. Opin. Cell Biol, 11;211-218

Genevestigator — (https://www.genevestigator.com/gv/index.), acessado em
janeiro de 2010

Globalbioenergy(http://www.globalbioenergy.org/uploads/media/0811Wageningen

Sugarcane ethanolcontributions to climate change mitigation and the envi

ronment.pdf, acessado em junho de 2009

Goff SA, Ricke D, Lan TH, Presting G, Wang R, Dunn M, Glazebrook, J, Sessions
A, Oeller P, Varma H. (2002) A draft sequence of rice genome (Oryza sativa L.
Ssp. Japonica). Science, 296:92-100.

Goffeau A, Barrell BG, Bussey H, Davis RW, Dujon B, Feldmann H (1996) Life
with 6000 genes. Science, 274:546.

Gordon, D.; ABAJIAN, C., GREEN, P. (1998) Consed: a geographical tool for
sequence finishing. Genome Research, Woodbury, 8:195-202.

Gribskov M, Fana F, Harper J, Hope DA, Harmon AC, Smith DW, Tax FE, Zhang
G (2001) PlantsP: a functional genomics database for plant phosphorylation.
Nucleic Acids Res, 29:111-113



80

GU, Xun, Zhongqgi Zhang, and Wei Huang (2005) Rapid evolution of expression
and regulatory divergences after yeast gene duplication. Proc. Natl. Acad. Sci.
U. S. A. 102, 707-712

Guinton S, Lethiec F, Duroux P, Gascuel O. (2005) A web server for fast
maximum likelihood-based phylogenetic inference. Nucleic Acids Res. 2005
Jul 1;33(Web Serve):W557-9. PMID: 15980534

Hagemann C, Rapp UR. (1999) Isotype-specific functions of Raf kinases. Exp Cell
Res, 253 (1):34-46.

Hamel, Louis Philippe, Marie-Claude N., Somrudee S., Marie-Jose’e Morency,
Margaret Ellis, Juergen E., Nathalie B., Brad B., Dan K., Justin Lee, Greg
Martin, John M., Yuko Ohashi, Dierk Scheel, Jen Sheen, Tim Xing, Shuqun
Zhang, Armand Seguin, Brian E. Ellis (2006) Ancient signals: comparative
genomics of plant MAPK and MAPKK gene families - TRENDS in Plant
Science. Vol.11 No.4 April 2006

Ichimura K, Mizoguchi T, Irie K, Morris P, Giraudat J (1998) Isolation of ATMEKK1
(a MAP kinase kinase kinase)-interacting proteins and analysis of a MAP

kinase cascade in Arabidopsis. Biochem. Biophys. Res. Commun,43: 253:532

MAPK Group (Kazuya Ichimura et al.) 2002 Mitogen-activated protein kinase

cascades in plants: a new nomenclature. Trends Plant Sci. 7, 301-308

JGI - Joint Genome Institute (JGI) - (http://genome.jgi-psf.org/cgi-
bin/runAlignment?db=Sorbil&advanced=1), acessado em janeiro de 2010.

Jonak, C. et al. (2002) Complexity, cross talk and integration of plant MAP kinase
signaling. Curr. Opin. Plant Biol. 5, 415-424

Jouannic, S., A. Hamal, A. S. Leprince, J. W. Tregear, M. Kreis and Y. Henry
(1999) Plant MAP kinase kinase kinases structure, classification and evolution.
Gene 233, 1-11



81

Jouannic, S. et al. (2001) The protein kinases AtMAP3K[11 and BnMAP3K[11 are
functional homologues of S. pombe Cdc7p and may be involved in cell
division. Plant J. 26, 637—649

Kiegerl S, Cardinale F, Siligan C, Gross A, Baudouin E (2000) SIMKK, a mitogen-
activated protein kinase (MAPK) kinase, is a specific activator of the salt
stress-induced MAPK, SIMK. Plant Cell, 12:2247-58

Kresovich S, Barbazuk B, Bedel A, Borrel A, Buell CR, Burke J. (2005). Toward
sequencing the  sorghum genome. A U.S. National Science Fundation
Sponsored Workshop Report.  Plant Physiology 138:1898-1902.

Kuittinen, H,” Anita A. de Haan, Claus Vogl, Sami Oikarinen, Johanna Leppala,
Marcus Koch, Tom Mitchell-Olds, Charles H. Langley§ and Outi Savolainen.
Comparing the Linkage Maps of the Close Relatives Arabidopsis lyrata and A.
thaliana (2004). Genetics, Vol. 168, 1575-1584, November 2004, Copyright ©
2004 doi:10.1534/genetics.103.022343

Lampard, G. , Cora A. MacAlister, Dominique C. Bergmann (2008) Arabidopsis
stomatal initiation is controlled by MAPK-mediated regulation of the bHLH
SPEECHLESS. Science 322, 1113-1116

Lamparda, Gregory R., Wolfgang Lukowitzb, Brian E. Ellisc and Dominique C.
Bergmanna (2009) Novel and expanded roles for MAPK signaling in
Arabidopsis stomatal cell fate revealed by cell-type specific manipulations.
Plant Cell, (in press).

Lee JS, Wang S, Sritubtim S, Chen JG, Ellis BE. (2009). Arabidopsis mitogen-
activated protein kinase MPK12 interacts with the MAPK phosphatase IBR5
and regulates auxin signaling. Plant J. 57:975-85

Lee, J-S. Kyung Won Huh, Apurva Bhargava, and Brian E Ellis (2008)

Comprehensive analysis of protein—protein interactions between Arabidopsis



82

MAPKs and MAPK kinases helps define potential MAPK signalling modules.
Plant Signal, Behav. 3, 1037-1041

Levchenko, A, Jehoshua Bruck, and Paul W. Sternberg (2000) Scaffold proteins
may biphasically affect the levels of mitogen-activated protein kinase signaling
and reduce its threshold properties. Proc. Natl. Acad. Sci, U. S. A. 97:5818-
5823

Lewis, T.S., Paul S. Shapiroa and Natalie G. Ahna (1998) Signal transduction
through MAP kinase cascades. Adv. Cancer Res. 74, 49-139.

Liu, Yidong, Hailing Jin, Kwang-Yeol Yang, Cha Young Kim, Barbara Baker,
Shuqun Zhang. (2003) Interaction between two mitogen-activated protein
kinases during tobacco defense signaling. Plant J,34, 149-160

Madhani, H.D. and Fink, G.R. (1998) The riddle of MAP kinase signaling
specificity. Trends Genet, 14:151-155

Maere, Steven, Stefanie De Bodt, Jeroen Raes, Tineke Casneuf, Marc Van
Montagu, Martin Kuiper, and Yves Van de Peer (2005) Modeling gene and
genome duplications in eukaryotes. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 102, 5454—
5459

Maffei, Massimo E., Axel Mithoéfer and Wilhelm Boland (2007) Massimo E., Axel
Mithofer and Wilhelm Boland (2007). Before gene expression: early events in

plant—insect interaction. TRENDS in Plant Science Vol.12 No.7

Mapes, J., Ota, |. (2004) Nbp2 targets the Ptcl-type 2C Ser/Thr phosphatase to
the HOG MAPK pathway. EMBO J, 23:302-311

MAPK Group. (2002) Mitogen-activated protein kinase cascades in plants: a new
nomenclature. Trends Plant Sci, 7:301-308



83

Melikant, B., C. Giuliani, S. Halbmayer-Watzina, A. Limmongkon, E. Heberle-Bors,
C. Wilson (2004) The Arabidopsis thaliana MEK AtMKKG6 activates the MAP
kinase AtMPK13. FEBS Lett. 576, 5-8

Menges, M., Rébert Doczi, Laszlé Okrész, Piero Morandini, Luca Mizzi, Mikhail
Soloviev, James A. H. Murray, Laszl6 Bogre (2008) Comprehensive gene
expression atlas for the Arabidopsis MAP kinase signaling pathways. New
Phytol. 179, 643-662

Meszaros T, Helfer A, Hatzimasoura E, Magyar Z, Serazetdinova L, (2006) The
Arabidopsis MAP kinase kinase MKK1 participates in defense responses to
the bacterial elicitor flagellin. Plant, 48:485—98

Miao, Ying, Thomas M. Laun, Anja Smykowski and Ulrike Zentgraf (2007)
Arabidopsis MEKK1 can take a short cut: it can directly interact with
senescence-related WRKY53 transcription factor on the protein level and can
bind to its promoter. Plant Mol. Biol. 65, 63-76

Miles GP, Samuel MA, Zhang Y, Ellis BE. (2005). RNA interference-based (RNAI)
suppression of AtMPKG6, an Arabidopsis mitogen-activated protein kinase,
results in hypersensitivity to ozone and mis-regulation of AtMPK3. Environ.
Pollut, 138:230-37

Myers EW, Sutton GG, Delcher AL, Dew IM, Fasulo DP, Flanigan, M.J. (2000).
whole-genome assembly of Drosophila. Science, 287:2196-204.

Nakagami, Hirofumi, Andrea Pitzschke and Heribert Hirt (2005) Emerging MAP
kinase pathways in plant stress signaling. Trends Plant Sci. 10, 339-346

Nishihama, R., Soyano T, Ishikawa M, Araki S, Tanaka H, Asada T, Irie K, Ito M,
Terada M, Banno H, Yamazaki Y, Machida Y.. (2002) Expansion of the cell
plate in plant cytokinesis requires a kinesin-like protein/MAPKKK complex.
Cell 109, 87-99



84

Parkhill J, Wren BW, Thomson NR, Titball RwW, Holden MT, Prentice MB, (2001)
Genome sequence of Yersinia pestis, the causative agent of plague. Nature,
413:523-27.

Petersen M, Brodersen P, Naested H, Andreasson E, Lindhart U. (2000).
Arabidopsis map kinase 4 negatively regulates systemic acquired resistance.
Cell 103:1111-20

Peyssonnaux, C, Eychene A. (2001) The Raf/MEK/ERK pathway: new concepts of
activation. Biol Cell, 93 (1-2):53-62.

Popescu, S. et al. (2009) MAPK target networks in Arabidopsis thaliana revealed

using functional protein microarrays. Genes Dev, 23, 80-92

Qiu JL, Fiil BK, Petersen K, Nielsen HB, Botanga CJ, (2008). Arabidopsis MAP
kinase 4 regulates gene expression through transcription factor release in the
nucleus. EMBO J. 27:2214-21

Qiu JL, Zhou L, Yun BW, Nielsen HB, Fiil BK, (2008). Arabidopsis mitogen-
activated protein kinase kinases MKK1 and MKK2 have overlapping functions
in defense signaling mediated by MEKK1, MPK4, and MKS1. Plant Physiol.
148:212-22

Rodriguez,Maria Cristina Suarez. Morten Petersen, and John Mundy, (2010).
Mitogen- Activated Protein Kinase Signaling in Plants Annual Review of Plant
Biology Vol. 61: 621-649

Romeis, T. (2001) Protein kinases in the plant defence response. Curr. Opin. Plant
Biol. 4:407-414

Samuel, Marcus A, Balbir K Chaal,Greg Lampard, Beverley R Green, and Brian E.
Ellis (2008) Surviving the passage: Non-canonical stromal targeting of an
Arabidopsis mitogen-activated protein kinase kinase.Plant Signal. Behav. 3,
1-7



85

Schaeffer, H.J., Weber, M.J. (1999) Mitogen-activated protein kinases: specific
messages from ubiquitous messengers. Mol. Cell. Biol. 19, 2435-2444

Schaffer, R. , Jeff Landgraf, Monica Accerbi, Vernadette Simon, Matt Larson, and
Ellen Wisman (2001) Microarray analysis of diurnal and circadian-regulated
genes in Arabidopsis. Plant Cell, 13:113-123

Seo S, Katou S, Seto H, Gomi K, Ohashi Y. (2007). The mitogen-activated protein
kinases WIPK and SIPK regulate the levels of jasmonic and salicylic acids in
wounded tobacco plants. Plant J. 49:899-909

Sokal R.R, Michener C.D. (1958) A statistical method for evaluating systematic
relationships. Univ Kansas Sci Bull 28:1409-1438

Soyano, Takashi, Ryuichi Nishihama, Kayoko Morikiyo, Masaki Ishikawa, and
Yasunori Machida (2003) NQK1/NtMEK1 is a MAPKK that acts in the NPK1
MAPKKK-mediated MAPK cascade and is required for plant cytokinesis.
Genes Dev. 17, 1055-1067

Steggerda S.M., Paschal B.M., (2002). Regulation of nuclear import and export by
the GTPase Ran. Int. Rev. Cyto,. 217:41-91

Stephen, M.K. (2000) Protein phosphatases and the regulation of mitogen-
activated-protein kinase signaling. Curr. Opin. Cell Biol. 12:186-192

Sterck, Lieven, Stephane Rombauts, Stefan Jansson, Fredrik Sterky, Pierre
Rouzé, Yves Van de Peer (2005) EST data suggest that poplar is an ancient
polyploid. New Phytol. 167, 165-170

SUCEST (http://www.sucest-fun.org/en/database-tools/cane-

enome/sucest/cluster-read-search). Acessado em janeiro de 2005.



86

Takahashi F, Yoshida R, Ichimura K, Mizoguchi T, Seo S, (2007) The mitogen-
activated protein kinase cascade MKK3-MPKG6 is an important part of the
jasmonate signal transduction pathway in Arabidopsis. Plant Cell 19:805-18

Tchieu JH, Fana F, Fink JL, Harper J, Nair TM, Niedner RH, Smith DW, Steube K,
Tam TM, Veretnik S, Wang D, Gribskov M.(2003) - The PlantsP and PlantsT
Functional Genomics Databases. Nucleic Acids Res. 2003 Jan 1;31(1):342-4.
- PMID: 12520018 [PubMed - indexed for MEDLINE

Teige M, Scheikl E, Eulgem T, Doczi R, Ichimura K, (2004). The MKK2 pathway
mediates cold and salt stress signaling in Arabidopsis. Mol. Cell 15:141-52

Tena, Guillaume, Tsuneaki Asai, Wan-Ling Chiu and Jen Sheen (2001) Plant
mitogen-activated protein kinase signaling cascades. Curr. Opin. Plant Biol. 4,
392-400

Vettore, A.L., da Silva, F.R., Kemper, E.L., Arruda, P. (2001). The libraries that
made SUCEST. Genet. Mol. Biol. 24:1-7.

Walia A, Lee JS, Wasteneys G, Ellis B. (2009) Arabidopsis mitogen-activated
protein kinase MPK18 mediates cortical microtubule functions in plant cells.
Plant J, 59:565-75

Wang H, Ngwenyama N, Liu Y, Walker JC, Zhang S. (2007). Stomatal
development and patterning are regulated by environmentally responsive

mitogen-activated protein kinases in Arabidopsis. Plant Cell, 19:63—-73

Wang H, Liu Y, Bruffett K, Lee J, Hause G. (2008). Haplo-insufficiency of MPK3 in
MPK6 mutant background uncovers a novel function of these two MAPKSs in

Arabidopsis ovule development. Plant Cell, 20:602—-13

Wang, Degeng , Jeffrey F. Harper, and Michael Gribskov (2003) - Systematic

Trans-Genomic Comparison of Protein Kinases between Arabidopsis and



87

Saccharomyces cerevisiae- Plant Physiology, August 2003, Vol. 132, pp.
2152-2165, www.plantphysiol.org © 2003 American Society of Plant Biologists

Whitmarsh, A.J. Davis, R.J. (1998) Structural organization of MAPkinase signaling
modules by scaffold proteins in yeast and mammals. Trends Biochem. Sci. 23:
481-485

Widmann, Christian, Spencer Gibson, Matthew B. Jarpe, and Gary L. Johnson
(1999) Mitogen-activated protein kinase: conservation of a three-kinase
module from yeast to human. Physiol. Rev. 79, 143-180

Xing, Yu Wensuo Jia, Jianhua Zhang (2008) AtMKK1 mediates ABA-induced
CAT1 expression and H202 production via AtMPK6-coupled signaling in
Arabidopsis. Plant J. 54, 440-451

Yu J, Hu S, Wang J, Wong GKS, Li S, Liu B, Deng Y, Dai L. (2002). A draft
sequence of the rice genome  (Oriza sativa L. ssp indica).  Science, 296:
76-91.

Yu,Jun Yu, Jun Wang, Wei Lin, Songgang Li, Heng Li, Jun Zhou, Peixiang Ni
(2005). The genomes of Oryza sativa: a history of duplications. PLoS Biol.
3,e38

Zhang X, Dai Y, Xiong Y, DeFraia C, Li J (2007). Overexpression of
Arabidopsis MAP kinase kinase 7 leads to activation of plant basal and

systemic acquired resistance. Plant J. 52:1066—79

Zhang, S., Klessig, D.F. (2001) MAPK cascades in plant defense signaling.
Trends Plant Sci.6:520-527

Zhang, Shuqun, Yidong Liu, Daniel F. Klessig. (2000) Multiple levels of tobacco
WIPK activation during the induction of cell death by fungal elicitins. Plant J.
23, 339-347



88

Zhou C, Cai Z, Guo Y, Gan S. (2009). An Arabidopsis mitogen-activated protein
kinase cascade, MKK9-MPKG®6, plays a role in leaf senescence. Plant Physiol.
150:167-77

Zou X, Peng T, Pan Z. (2008). Modeling specificity in the yeast MAPK signaling
networks. J. Theor. Biol.250:139-55



APENDICES

89



Quadro 1.

Espécie MP MKK Espécie MP MKK

AF65766.1

AAC28850.1 Gl: 7649153

G1:3396052 Euphorbia esula

CAE54269.1 AAD37790.1

Gl:40641579 GI:5007038

Triticum aestivum Ipomoea batatas
AAX20165.1 CAA57719.1 CAC69138.1
Gl:60460041 Gl:1204129 Gl:15528441
Medicago sativa

AAO016560.1 CAB37188.1 CAC69137.1

Gl:27542952 Gl:4456682 Gl:15528439

BAA74733.1 AAC83393.1 AAD28617.1

Gl:4239887 Gl:2737973 Gl:4732123

Zea Mays
BAA74734.1 AAK73104.1 BAA09600.1 CAC24705.1
Gl:4239889 Gl:14719279 Gl:1136298 Gl:12331300
Nicotiana tabacum
AAF81419.1 Q40532.1 AAG53979.1
Gl:8925321 Gl:2499615 Gl:12484128
Capsicum annum

AAF81420.1 AAB58396.1 BAA06731.1

Gl:8925323 Gl:2138340 Gl:862342
CAA58760.1 AAF67262.1

CAB61750.1 Gl:634068 Gl:7682432

Cicer arietinum Gl:6469137

06




YOUR EMAIL ALIGNMENT TITLE RESULTS ALIGNMENT
| |Sequence interactive v full ~
KTUP WINDOW SCORE TYPE TOPDIAG PAIRGAP
(WORD SIZE) LENGTH
def ~ def « percent ~ def « def ~
MATRIX GAP OPEN NO END GAP GAP
GAPS EXTENSION DISTANCES
def - 50 ~ yes - 05 ~ def ~
ITERATION NUMITER
none - 1 -
OUTPUT PHYLOGENETIC TREE
OUTPUT OUTPUT TREETYPE CORRECTDIST. IGNORE GAPS CLUSTERING
FORMAT ORDER
phylip ~ aligned ¥ none ~ off ~ off » NJ v

Formato  Enterorps
FASTA

a set of sequences in any supported format:

MATLVDPPNGIRNEG FSMWQTLFEIDTKYMPIKPIGRGAYGVVCSSVNSDINEKVAIKKIHNVYE (E]
NRIDALRTLRELKLLRHLRHENVIALKDVMMPIHKMSFKDVYLVYELMDTDLHQIIKSSQVLSNDHCQ
x LNTEL

>AtMPK2

MATPVDPPNGIRNQGKHY
NRIDALRTLRELKLLRH
NNNEVSEF

MWQTLFEIDTKYVPIKPIGRGAYGVVCSSVNRESNERVAIKKIHNVFE
RHENVVALKDVMMANHKRSFKDVYLVYELMDTDLHQIIKSSQVLSNDHCQ
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Figura 1. Alinhamento com o Clustal. Os parametros que devem ser alterados
sdo: gap open e gap extension quando se esta alinhando transcritos. O demais

parametros se mantém nos valores default.
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Please cite:

"A simple, fast, and accurate algorithm to estimate large phylogenies by maximum likelihood."”
Guindon S., Gascuel 0.

Systematic Biology, 52(5):696-704, 2003.

Server load: 34% /

B

?:ﬂ:f;‘:::m,t) [ Browse... | File @ Example file
Data Type @ Amino-Acids

Sequence file sequential

Number of data sets 1
Substitution Model

Substitution model LG ¥ LG model is new and tends to outperform JTT and WAG

Tree Searching
Starting tree(s) File 9 BION)
Type of tree improvement NNI -
Number of random starting tree yes @ no
Optimise topology yes @ no
Optimise branch lengths yes @ no

Branch Support
Compute aLRT SH-like » Use alRT to save computing time yes @ no
Perform bootstrap yes @ no
Your name
Your email

Figura 2. Ferramenta PhyML. Carga do arquivo com extensdo .aln (formato
PHYLIP) gerado pela ferramenta CLUSTALW. O parametro Server Load indica a
carga de processamento atual da ferramenta. Quando a ferramenta atinge 100%
€ preciso aguardar, pois o servidor ndo tem condi¢cdes de processar no momento.
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Sequéncias dos clones de cana-de-aglcar sumetidos ao NCBI em 11/12/2010.
MPKs
>ScMPK3 SCCCRZ2C04G10.G

PCEPVFLFSVVEGNKPACQGLFPGXKKTMSGGGMDGAPVAEFRPTVTH
GGRFLQYNIFGNLFEITHKYQPPIMPIGRGAYGIVCSVMNFETREMVAIKKI
ANAFDNHMDAKRTLREIKLLRHLDHENIIGIRDVIPPPIPQAFNDVYIGTELM
DTDLHHIIRSNQELSEEHCQYFLYQILRGLKYIHSANVIHRDLKPSNLLLNA
NCDLKICDFGLARPSSESDMMTEYVVTRWYRAPELLLNSTDYAAIDVWSV
GCIFMELINRQPLFPGRDHMHQMRLITEVIGTPTDDELGFIRNEDARKYMR
LPQFPRRPFASLFPKVQSVAALDLIERMLTFNPLQRITVEEALEHPYLERLH
DIADEPICTEPFSFDFEQQALTEDQMKQLIFNEAIEMNPNFRY

ATATATATATATCCAATCTAATATCGGAAATTGGGGT TCATTTCGATGGECCTCGTTGAAT
ATCAGCTGCCTTCATTTGGTCTTCTGTCAGAGCCT GCTGCTCGAAGT CGAACGAGAATGEC
TCCGT GCAGATGECCT CGT CGECGAT GT CGT GTAACCGCT CCAGGTACGGGT GCTCCAGC
GCCTCTTCAACTGTIGATCCT CTGCAGCGGEGT TGAAGGT TAGCATCCGCTCGATGAGGT CC
AGCGCCGECGACGGACT GCACCT TCCGGAACAGCECT CCGCGAACGEGECCECCGCGEGAACTGC
GCGAGGT GGCECATGTACT TCCGCGCGT CCTCGT TCCGGAT GAACCCGAGCTCATCGTCC
GT' CGGCGT CCCGATCACCT CGGT GATGAGGCGCATCTGGTGCATGT GGT CGCGT CCEEGEG
AAGAGCGGECT GECGGT TGAT GAGCT CCATGAAGAT GCAGCCAACGGACCAGACGT CGATG
GCGGCCGAGT AGT CGGT GGAGT TGAGCAGCAGCT CEEGECECECEGT ACCACCEEGT CACC
ACGTACTCCGT CATCATGT CCCT CT CGGAGGAGGEGECGCGCCAGCCCGAAGT CGCAGATC
TTGAGGT CCCAGT TGECGT TCAGCAGCAGGT TGCTGECECT TGAGGT CGCGGT GGATCACG
TTGCCGCGAGT GGATGTACT TGAGCCCGCGAAGGAT CTGGTACAGGAAGTACTGGCAGT GC
TCCTCCGAGAGCTCCTGGT TGGAGCGGATGATGT GGT GGAGGT CCGTGT CCATGAGCTCC
GTI'GCCGATGTACACGT CGT TGAACGCCT GCGGEGAT CGECEECEEGATCACGT CCCTGATG
CCTATGATGITCTCGT GGT CGAGGT GCCTCAGCAGCT TGATCTCCCGGAGCGTGCECT TG
GCGTCCATGTGGT TGT CGAAGGCGT TGECGATCTTCTTGATGGCCACCATCTCCCTCGTIC
TCAAAGT TCATCACCGAGCAGACGAT CCCGT AGECGCCECGEECCGAT GEGCATGATGGGA
GCCTGGTACTTGTGCGT GATCTCGAACAGGT TGCCGAAGATGT TGTACT GCAGGAACCGG
CCGCCGT GCGT CACCGT CGECCGGAACT CGECGACCGGAGCT CCGT CCATGCCTCCTCCG
CTCATCGICTTCT TCCCCCGEGGAAGAGECCCT GECAGCCTGECTTATTCCCCTCGACGA
CGGAGAAGAGGAAGACCGECT CACAAGGT CACAGGT GCAAGCAGCAAAGCAAATCAGGCA
ATTTGACTTTATCTTCCTCCCCTCG



>ScMPK4 SCVPCL6042B11.G

94

LSSTPPSREARKEGDEETMDSSSGGGGAQIKGMATHGGRYVLYNVYGN
LFEVSSKYAPPIRPIGRGAYGIVCAAVNSQTGEEVAIKKVGNAFDNHIDAK
RTLREIKLLRHMDHENILALRTYNAPQLXENFNDVYIVTELMDTDLHQIIRS
NQPLTDDHCQYFLYQLLRGLKYVHSANILHRDLKPSNLFLNANCDLKIADF
GLARTTSETDLMTEYVVTRWYRAPELLLNCSQYTAAIDVWSVGCILGEIVT
RQPLFPGRDYIQQLKLITELIGSPDDASLGFLRSDNAKRYMKQLPQFPKQD
FRLRFRNMSPGAVDLLERMLVFDPSRRITVDEALHHPYLASLHDINEEPTC

PAPFSFDFEQPSFTEA

ATCCCCATTCCT TCCCCAGT CGCCGCCCGAGT CAAAAAGAGGGAAGCTTCTTCCACCACA
GT'CCTTGAGGCCGCCCT CCCATCAACGACT AGACGCTAGT CAAGCAGCAGCACCCACCCT
AGCAGCCCCACAACCCTAGGECCCCT CTCTCCT CCACACCCCCT TCCCGAGAGGCGAGGAA
GGAAGGAGACGAAGAAACCAT GGAT TCCT CCT CCGECCECGEECEGAGCGCAGAT CAAGSG
TATGGECGACGCACCEEEECCECTACGT GCTGTACAACGT GTACGGAAACCTCTTCGAGGT
CTCCTCCAAGT ACGCCCCGCCCAT CCGCCCCAT CGECCGCEECECCTACGECATTGICTG
CGCGGECTGT CAACT CGCAGACAGGGEGAGGAGGT TGCGATCAAGAAGGT TGGCAATGCGT T
CGACAACCACAT CGACGCCAAGCGGACCCT GAGGGAAAT CAAGCT GCTGCGCCACATGGA
CCATGAGAACATCCTTGCCT TAAGGACGTATAACGCCCCCCAACTAGAGAGAACT TTAAT
GACGTGTACATTGTTACTGAGT TAATGGATACAGATCTCCATCAGATCATACGCTCAAAT
CAGCCATTGACTGATGATCATTGCCAGTACTTTTTGTATCAGT TGCTAAGAGGACTAAAG
TATGI GCACTCAGCAAATATATTGCACCGT GATCTAAAGCCGAGCAATTTGTTCCTAAAT
GCAAATTGTGACCTCAAGAT CGCAGACT TTGGECECT TGCAAGGACCACCT CAGAGACAGAT
CTCATGACGGAGTATGTGGTCACTCGT TGGT ACAGGGECACCGGAGCTGCTGT TGAACTGT
TCACAGTACACTGCCGCCATTGATGT CTGGT CAGT TGGATGCATACTAGGTGAAATCGT T
ACTCGCCAACCCCTGI TTCCTGEGCGEGAT TACATCCAGCAATTAAAATTGATCACTGAG
CTCATAGGCTCACCAGATGATGCAAGCCT GCGATTCCT TCGAAGT GATAATGCAAAAAGA
TACATGAAACAGCTACCACAGTI TTCCAAAGCAGGACT TCCGCCTGCGT TTCCGCAACATG
TCTCCTGGTGCAGTCGATTTGT TGGAGAGAATGCTTGT GT TTGATCCAAGCAGACGGATT
ACAGTTGATGAGGCTTTGCATCACCCATACTTGECTTCACT TCATGACATCAATGAAGAA
CCTACCTGCCCTGCACCTTTCAGCTTTGATTTTGAGCAACCATCCTTTACAGAAGCGCAT
ATAAAAGAACTTATCTGGAGCGAATCTTTAGCATTTAACCCGGATCCTCCCTACTAATAT
CAAAAGGATAAGT TATCTGCTAGAGGCATATGAAGAT CTCTAGCT CCAGCGGACGCAAGA
ACTTAGTGTCAGTGTGCATCGATTATTTGTGTGCGGT TTGT TGEECAAACGGEECATGEEGT
TGTTGCTGCAATAGCAACT CTATTAGGECT TGTGAGAGCAAACAAACGTCTGTATTCCTT
TTCAGATGCCTGAACCCAGECTTGTATTATACCCCTTGATTTCATAAACTATTCTTATGT
ATCTAAGCTTGTAATTTTGTAGACAATTACT TGAACGCCCCCTGTATATCTGAGT TGACA
TCACTTCCTTATTGTAACATCTCAAACACATTTTATTGTGATTTTAAAAAAAAA

>ScMPK®6 SCEQRT1030A09.G

IQYNIFGNVFEVTAKYKPPILPIGKGAYGIVCSALNSETAEQVAIKKIANAFD
NKIDAKRTLREIKLLRHMDHENIVAIRDIIPPAQREAFNDVYIAYELMDTDLH
QIIRSNQALSEEHCQYFLYQILRGLKYIHSANVLHRDLKPSNLLLNANCDLK
ICDFGLARTTSETDFMTEYVVTRWYRAPELLLNSSEYTAAIDVWSVGCIFM
ELMDRKPLFPGRDHVHQLRLLMELIGTPNEADLDFVNENARRYIRQLPRH
ARQSLPEKFPHVQPLAIDLVEKMLTFDPRQRITVEGALAHPYLASLHDISD

EPVCSMPFSFDFEQHALSEEQMKDLIYQEALAFNPDYQCRSSISAGD

CAGCATAAGCGAACGGGEGCCATTGGAAT TACAGGTCTTTTTTAAACAATTAAGT CGATAA
ACAAGAATTCTTAAGT CGACCAGAAATGT TAACT TTGACGACAGCCACTGAATTCAGGECA
GCCATCGT TCATGAACTACCTCTCTTACAGACAACATCGAAAAGT TTTTAAGAAGAAAAG
TCTGATTAAAAACAACATATTGTAAGCACAAGAAT CCATAGCTACGCAGAAATTTGACCA
TCACAAGCTCGCTCTTTTCTACCCT TGAATGACACCGT CTCCAGCCTTTTTAATCAAGGA
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GGAATGGAGGATCTTCTGGTAAGGCAATTATTTACAGCTAGCAATCGGAGT TGGTGACTT
TTTTGCAGT GACATCAGGT GGCGAAAAAAAAT CTCCATGT CAAT GAAGCCAATCACCGEC
TGAAATTGAACT TCGGECTACT GGTAAT CAGGGT TGAATGCAAGAGCCTCTTGGTAGATCA
GATCCTTCATTTGITCTTCCGACAATGCATGCTGCTCGAAGT CAAAGCTGAAGCCCATTG
AGCAGACTGGCTCATCACTTATGT CATGAAGT GATGCCAAGT AAGGGT GTGCAAGT GCGC
CTTCAACAGI TATTCTCTGI CTAGGATCAAAAGT CAGCATCTTTTCCACCAGGTCGATTG
CTAAAGGT TGAACATGTGGAAATTTTTCAGGTAAGGACTGT CTAGCATGCCGGEGAAGT T
GGCGGATATATCTTCTTGCATTTTCATT TACAAAATCAAGATCAGCCTCATTCGGTGICC
CAATGAGCTCCATTAGTAGACGT AGCTGATGGACATGGT CTCTTCCAGGAAACAGEEGT T
TTCGGTCCATCAATTCCATAAATATACAGCCCACAGACCACACATCAATAGCAGCAGTAT
ATTCAGAGGAGT TCAACAAAAGCTCTGGTGCTCTATACCATCTTGT GACAACATATTCAG
TCATAAAATCAGT TTCTGAGGT GGT GCGAGCAAGCCCAAAATCACAAATTTTGAGGT CAC
AGTTTGCATTCAAAAGAAGAT TGCTAGGCTTCAAGT CACGGTGAAGAACATTTGCTGAAT
GTATATACTTCAAGCCACGAAGAATTTGATAAAGAAAATACT GACAGTGCTCCTCTGACA
AAGCTTGATTTGAACGAATAATTTGATGCAGATCAGT ATCCATCAATTCATACGCAATAT
ACACATCATTGAATGCCTCCCTTTGT GCAGGAGGTATGATATCCCTTATTGCAACAATAT
TCTCGTGGT CCATGT GGCGGAGCAGCT TGAT CTCCCGGAGCGT GCGCT TGECATCGATCT
TGTTGTCGAAGGECGT TGECGATCTTCT TGATGECCACCTGCTCCGCCGT CTCCGAGI TGA
GCGCCGAGCAGACGAT GCCGT AGGCGCCCT TGCCGAT GGEGAGGAT GGEGEECT TGTACT
TGGCGGTGACCTCGAACACGT TACCGAAGATGI TGTACTGGATGA

>ScMPKY SCCCHR1003D05.G + SCCCLB1C05H07.G

APDLRRRPVDAARAVRRILPDRASPVMERRRAADDRTHEHERPLPPEKM
AMMVDPPNGMASQGKHYYTMWOQTLFEIDTKYVPIKPIGRGAYGIVCSSVN
RETNEKVXDKKINNVFDNRVDALRTLRELKLLRHLRHENVIALKDIMMPAH
RRSFKDVYLVYELMDTDLHQIIKSSQPLSNDHCQYFLFQLLRGLKYLHSAG
ILHRDLKPGNLLVNANCDLKICDFGLARTNNTKGQLMTEYVVTRWYRAPE
LLLCCDNYGTSIDVWSVGCIFAELLGRKPIFPGTECLNQLKLIVNVLGTMSE
ADLEFIDNPKARKYIKSLPYTPGIPLTSMYPQAHPLAIDLLQKMLVFDPSKRI
SVTEALEHPYMSPLYDPSANPPAQVPIDLDIDENXRRRYDPGNDVAGDDP
LPPRGPHKNDHVTGSNEHVAEVCCTRIITVRLFYELTXDYGMSQVITICIG
QSGDLLCKYALNKMCGN

>ScMPK14 SCCCRZ1003E02.G
SSRKMAMMVDPPNGIGSQGKHYYTMWQTLFEIDTKYVPIKPIGRGAYGIV
CSSINRETNEKVAIKKIHNVFDNRVDALRTLRELKLLRHLRHENVIALKDIM
MPIHRRSFKDVYLVYELMDTDLHQIKSPQGLSNDHCQYFLFQLLRGLKYL
HSAEILHRDLKPGNLLVNANCDLKICDFGLARTNSSKGQFMTEYVVTRWY
RAPELLLCCDNYGTSIDVWSVGCIFAELLGRKPIFPGTECLNQLKLIVNVLG
TMSEADLEFIDNPKARRYIKSLPYTPGVPLASMYPHAHPLAIDLLQKMLIFD
PTKRISVTEALEHPYMSPLYDPSANPPAQVPIDLDIDENISSEMIREMMWQ
EMLHYHPEVVTAISMYEIPLPQDIVR

CATCCCTCCTCGECT CCTCACGECACGAGACT CCCTCCCCTCCCCTCTTCCTCCCCTCCC
GCGGECTCGAGGT GGT CACACCGAGCGGACCGGAGGCGAGGEGAT TCGECCECECGCATEEC
GCTGCCCCTCTGACCCTAGCTAGCT GCTCCACCCACCCACCCACT CEECCAGECECELCC
TCCCCTCCCTTTCTCCTCTCGTAAAATGGCGATGAT GGTGGATCCTCCGAAT GGAATCGG
GAGCCAAGGAAAGCATTACTACACTATGT GCCAGACCTTATTTGAGATAGACACCAAATA
TGTGCCAATCAAGCCCAT TGGT CGAGGAGCT TATGGGATAGT TTGT TCATCCATCAATCG
TGAAACAAACGAGAAAGTAGCAATAAAGAAGATACACAATGT TTTTGACAACCGT GTGGA
TGCACTACGGACCT TGCGGGAGCT GAAACT CCTACGCCATCTCCGCCATGAGAATGT CAT
TCGCTTTGAAGGACATAAT GATGCCAATACACAGGAGGAGCT TTAAGGATGTATACT TGGT
CTACGAGCTCATGGATACTGATTTGCACCAGATAATCAAATCGCCTCAGGCCCTTTCTAA
TGACCATTGCCAGTATTTTCTTTTCCAGT TGCTCCGAGGACTGAAATATCTCCATTCAGC



AGAAATACT CCACAGAGACCTAAAACCT GGAAACCT CCTGGTGAATGCAAACT GTGATCT
GAAGATATGTGATTTTGGT CTTGCACGT ACAAACAGTAGTAAAGGECCAGT TTATGACTGA
ATATGT CGT CACCCGCTGGTACAGAGCT CCTGAGCTCCTCCTCTCCTGTGACAACTATGG
CACATCCATAGACGTGTGGTCTGT TGGGTGCATCTTTGCTGAGCT CCT TGGCCGCAAGCC
AATATTTCCAGGAACT GAATGCCTAAATCAGCTCAACGCTCATAGT GAACGT TCTCGGCAC
CATGAGT GAGGCTGACCTAGAGT TCATCGACAACCCAAAACCTCGGAGATACATTAAGTIC
CCTTCCCTACACTCCTGGTGI TCCCCTCGCAAGTATGTACCCACATGCGCACCCTCTTCC
CATTGATCTATTGCAGAAGATGCTCATCT TCGACCCCACCAAAAGGATTAGT GTCACCGA
GGCTCTCGAGCACCCT TACATGI CCCCTCTGTATGATCCAAGT GCAAAT CCCCCAGCCCA
AGTGCCCATCGATCTCGACATAGATGAAAATAT CAGCT CAGAGAT GATCAGGGAAATGAT
GIGGCAGGAGATGCTTCACTACCACCCTGAAGT TGTAACAGCAATAAGCATGTCATGAGA
TCCCACTGCCCCAGGACATCGTCAGECTCACCTTTGTTTTTTCCCTTTGATAAAAGCCTA
CTGCGATATTAACCGATTATGGCGCCTAGCTGT TGTAGTACCCATAATGT CTGCTTGGAA
CCAATTACGGCGCCTAGCTGT TGTAGTACCCT TAATGI CTGCT TGGAACCAATTACGECT
CCTAGCTGTTTTCGTACCCTTAATGTCTGCTTGGATACT TCCCCTTGTGTAAATATGCGC
CCAATAAGATCCECGTATGGATAAATGT TATCACTATGEGCCATTACTTGT TGTATGTAC
TGTATATCTATCGACTGT TGTGATGT TGTATGAGT TCATGAATCC

>ScMPK16-1 SCQSAM2099A11.G
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LLSAPELRDREICAVAALASPRLSYARACGQALSSSELPRSSSASFALFLL
DLARKIQPFVPPLPKDPRXGWWFLEIAGRMQHDQKKKAPSEMDFFTEYG
EGSRYKIEEVIGKGSYGVVCSAMDTHTGEKVAIKKINDIFEHVSDATRILREI
KLLRLLRHPDIVEIKHILLPPSRREFRDIYVVFELMESDLHQVIKANDDLTPE
HYQFFLYQLLRGLKYIIQLIAANVFHRDLKPKNILANADCKLKICDFGLARVA
FNDTPTAIFWTDYVATRWYRAPELCGSFFSKYTPAIDIWSIGCIFAELLTGK

PLFPGKNVVHQLDIITDLLGTPSPEAISRIRNEKAXALLEQYEAEKAY

CTCACTTGACGCCTCAGCTACCACTCTCTCTCTCTCTCTCTCCCCCTCCCCTCCATGI GG
GI'GGECCTCGAGCTCTGCTTAGATCACAGCTGTGCTCGI TGGT TGEGTGATCCGCCCCTTC
CCCCTTGTCGGCTCCT TTCAGCT CCAGAGCT CCCGGACAGEGAGATCTGCGCTGTCGCCG
CCCTCACCTCTCCTCAECCTTTCT TACGCGECGCCLGT GT GGGCAGGCACT GAGCAGCAGT G
AGCTCCCCCGGTCTTCCTCAGCCTCGT TTGCCCTCTTCCTGCTGGATCTGGECTCGCAAGA
TCCAACCTTTCGI GCCCCCTCTGCCCAAAGATCCTCCCT TCGEGTGGTGGT TCCTGGAGAT
TGCTGCGAGGAT GCAGCACGACCAGAAGAAGAAGGCACCTTCAGAGATGGATTTTTTCAC
GGAGT AT GGCGAGGGAAGCAGGT ACAAGATAGAAGAGGT CATAGGCAAAGGCAGT TACGG
CGTGGTTTGCTCTGCCATGGACACT CACACT GGTGAAAAGGT GCCTATAAAGAAGATAAA
CGACATCTTCGAGCATGT GT CTGATGCGACGCCGATACT TCEGGAGATCAAGCTGCTCAG
GCTCTTGCGGCACCCGGATATTGT GGAAATAAAGCATATCCTGCTTCCTCCGT CGAGGAG
GGAGTTCAGGGATATATATGT TGT TTTTGAACT CATGGAGT CTGATTTGCACCAAGT TAT
AAAGCCTAATGATGACT TGACCCCGGAGCATTATCAGI TTTTCTTGTATCAGI TGCTCCG
AGGATTGAAATACATACATACAGCT TATTGCAGCAAATGTATTTCATCGAGATCTCAAAC
CAAAAAATATTCTGCCAAATGCTGATTGTAAGCTCAAAATATGCGACT TTGGCCTAGCAA
GAGTAGCTTTCAATGATACTCCAACTGCCATCTTTTGGACGGAT TATGT TGCAACTAGGT
GGTACCGAGCACCGGAGCTGTGCGGATCTTTCTTCTCCAAGTATACACCGCCGATAGATA
TATGGAGTATTGGT TGTATATTTGCAGAATTGT TAACTGGAAAACCTCTTTTCCCGGEGGA
AAAATGT GGTGCATCAACT TGATATAATTACAGATCTCCTGGGAACACCT TCTCCAGAAG
CAATATCGAGGATTCGTAAT GAAAAGGCCAGGECGCTACT TGAGCAGTAT GAGGCGGAAAA
AGCCTATA
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>ScMPK16-2 SCEZRZ1014F04.G

TRKAADCEHEAAVLCHPLLSAGSSAADPQLAAAVTTALALRHGRGFVPLL
LHPLNGFFTEYGEGSRYKIEEVIGKGSYGVVCSALDTHTGKKVAIKKINEIF
EHVSDATRILREIKLLRLLRHPDIVEIKHILLPPSRREFKDIYVVFELMESDLH
QVIKANDDLTPKHYQXFLYQLLRGLKYIHTANVFHRDLKPKNILANADCKL
KICDFGLARVAFNDTPTAIFWTDYVATRWYRAPELCGSFFSKYTPAIDIWSI
GCIFAELLTGKPLFPGKNVVHQLDIITDLLGTPSPEAISRIRNEKARRYLSS
MRRKKPIPFTQKFPNADPLALSLLERMLAFEPKDRPSAEEALSDPYFKNIA
NVDREPSAQAVTKLEFEFERRRVTKEDIRELIYREILEYHPQMLREFLEGT
ESSGFMYPSAVDHFKKQFAYLEEHYAKGSTGTPPERQHNSLPRPSVVYS
DNRSQATANITEDLSKCIIRENTQKTHQHSAYVASKFPPHVPQGDVARPG
KAAGSVMQYNPYPASVAKQYEQRRIARHPAVAPNNIPSGSSYPRRSQTC
KSETGDAERMDVNQAXAAKAIYNNNNNIAFCPKQVGVXLAKANAANKLPA
TVDGRVATGRISAVRQQTISNHFLTCYQYRLLMLSXYIIRQIQKCSSVQIYIL
CRIPEYPETVELYSKLLISTPCHYSITKGYVPGGEDLPAEXIVETRWQQWD
LNAEFLTDVVMD

AAGAACAAAT CCATGACAACATCAGTCAAGAACTCTGCCATTGAGATCCCACTGCTGCCAG
CGAGT TTCCACTATACTTCAGTCTGGECAAATCCTCTCCACCAGGCACGTATCCTTTAGIG
ATTGAATAGT GACAAGGAGT AGAAAT CAGCAACT TCGAGTACAGT TCTACAGT CTCTGGEG
TATTCAGGTATCCTGACAAAGAATATAAATCTGTACAGAACTACATTTCTGAATTTGICA
GAATAATGTAGCACTTAGCATAAGTAGT CGATACTGATAACATGT TAAGAAATGGTTTGA
AATGGT TTGCTGGCGECACT GCAGAAAT TCTACCAGT GGCCACCACGACCATCGACGGTAG
CAGGTAATTTGT TCCCTGCATATGGECTTTGGCTAGCCTACCCCAACTTCCTTGCGACAAA
AGCCTATGITGITGTTGT TGT TGTATATGGCTTTGGCTGCCCAGCT TGGT TCACATCCAT
CCTTTCAGCATCACCTGICTCACTCTTGCAGGTCTGACTTCTTCTGGGGTATGAACTTCC
AGAAGCGATATTGT TTGGGECAACTGCTGCEGTGCCTAGCAATTCTTCGTTGCTCATATTG
CTTGGCAACAGATGCTGGATAGGEGT TGTACT GCATCACTGAACCAGCTGCTTTACCAGG
CCTTGCAACATCACCT TGAGGAACATGCGEGTGGAAATTTACT TGCAACATAAGCAGAATG
TTGATGIGICTTCTGTGTATTTTCTCTGATTATACACT TGGAAAGATCCTCGGTGATGT T
AGCTGTGGCTTGTGATCGGT TGT CTGAATAGACAACAGATGGCCGTGGCAATGAATTATG
TTGCCTCTCAGGTGGAGT TCCTGTAGATCCCTTGECATAATGI TCTTCAAGGTATGCAAA
CTGCTTTTTAAAATGATCTACTGCACT TGGGTACATGAAACCACTTGACTCAGITCCCTC
AAGAAACTCCCTTAGCATCTGT GGATGATACT CAAGAATTTCCCTATATATGAGCTCCCT
TATGTCTTCCTTTGTAACTCTCCGCCTCTCAAATTCAAATTCAAGCTTTGTGACAGCCTG
TGCAGAAGGCTCTCTATCCACATTGCCTATATTCTTGAAATAAGGATCAGAAAGAGCCTC
TTCAGCACTTGECCTGTCTTTTGGCTCAAAAGCTAGCATTCGCTCTAACAAACTTAGTGC
AAGTGGATCTGCCATTTGGGAACT TTTGCGTAAACGGTATAGCCTTTTTCCGCCTCATACT
GCTCAAGTAGCGCCCTGGECCTTTTCATTACGAATCCTCGATATTGCT TCTGGAGAAGGT GT
TCCCAGGAGATCTGTAATTATATCAAGT TGATGCACCACATTTTTCCCCCGGAAAAGAGG
TTTTCCAGI TAACAATTCTGCAAATATACAACCAATACTCCATATATCTATCCCCGGTGT
ATACTTGGAGAAGAAAGAT CCGCACAGCT CCGGT GCTCGGTACCACCTAGT TGCAACATA
ATCCGT CCAAAAGATGCECAGT TGGAGTATCATTGAAAGCTACTCTTGCTAGGCCAAAGTC
GCATATTTTGAGCTTACAATCAGCATTTGCCAGAATATTTTTTGGT TTGAGATCTCGATG
AAATACATTTGCTGTATGTATGTATTTCAATCCTCGGAGCAACT GATACAAGAANAATTG
ATAGTGTTTTGGAGT CAAGTCATCATTAGCCTTTATAACTTGGTGTAAATCAGACT CCAT
GAGTTCAAACACAACATATATATCCTTGAATTCCCTCCTTGATGGAGGAAGTAAAATATG
TTTTATTTCTACAATAT CCGGAT GT CGCAGGAGCCGAAGCAGCTTGATCTCACGAAGT AT
ACGTGI TGCATCAGACACATGT TCAAATATTTCATTTATCTTCTTTATTGCAACCTTTTT
GCCAGT GTGT GT GT CCAAAGCAGAGCAAACCACACCGTAACTTCCTTTTCCTATGACCTC
TTCTATCTTGTACCTGCT TCCCTCACCATACT CAGT GAAAAAAT CCATTCAGGGGATGCA
GCAAAAGGGGAACAAAT CCACGCCCGT GACGGAGGGCCAGCECT GT GGT GACGGCAGCAG
CGAGCT GAGGAT GCGECGEECEGAGGAT CCAGCT GAGAGGAGAGGAT GACAAAGGACGECG
GCCTCGTGCTCCCAGTCGECAGCTTTGCEEGTTT
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>ScMPK17-1 SCCCRZ2CO04F05.G

AIVHGFRRWFHRRNGSTSGSNQSSVAGEGDDGSSDLEVNEDPDLVGLR
AIRVPKRKMPLPVESHRKNSVEMEFFTEYGEASQYQIQEVIGKGSYGVVA
AAVDTRTGERVAIKKINDVFEHVSDATRILREIKLLRLLRHPDIVEIKHIMLPP
SRREFQDIYVVFELMESDLHQVIKVNDDLTPEHHQFFLYQLLRALKYIHAA
NVFHRDLKPKNILANSDCKLKICDFGLARASFNDAPSAIFWTDYVATRWYR
APELCGSFFSKYTPAIDIWSIGCIFAELLTGRPLFPGKNVVHQLDLITDLLGT
PSSETLSRIRNEKARRYLSCMRKKYPVPFTHKFRNADPLALRLLERLLAFD
PKDRPTAEEALADPYFASLANVEREPSRHPISKLEFEFERRKLAKDDVREL
IYREILEYHPQMLEEYMKGGEQISFLYPSGVDRFKRQFAHLEEHYSKGER
GSPLQRKHASLPRERVVVSKDGNTEQHINDQERSADSVARTTVSPPRSE
DADMNDVKSMSLSSRSYLKSASISASKCVVVTNKHPEDDEIPEEMDDDVD
GLSKQVSR

TTTTCTTGACAGGCGAAATGI GCACTGTAGT GATATCCCCT CAAAAT GGAAAAAGGCGAT
GGTACACTGCTGACACT TCGTACGGCAGAAGCAAGCCATTGTAATAAAACT CAAACATAG
GT'CCAGACT CCATTGCAAGAAAACGT CTCATGGT CGACAGECTGACCATACTTCATTGI T
CATTCTGITTTCTCCATGGAACTAGTGCTACAGCTCAGGAATTCTTCATGAATCCATGCA
GAGCTTCTAGAGACACCATGCCAT GCTGGECATGACACGGT GGAAATACAGATGATGAAGA
AAGGACCATCAGACGGT GGCATATTCCTCTTCTACCCAAGT AAAATCGAACTAGCTGT GG
GIGTACACAAAATTCAAACT TGCAATGCAGT GTACCATAGAGTGTTTCGCTTTCCCAGEC
TGCCCTCTATATCATCGGCCTGTACCAGGTAGAAACCT TATGCCAATCGCCTGGACAGTC
CTGCCTAGGAGT GCATCCTGGAGACCTGT TTAGACAATCCATCGACGTCGTCATCCATTT
CCTCAGCGATTTCATCATCCTCTGGGTGT TTATTTGT GACAACGACACACTTGGAAGCAC
TTATGCTTGCACTCTTCAGGTAGCT CCGAGAGCT TAAGCTCATGGATTTCACATCGI TCA
TGTCAGCATCTTCTGACCT TGGAGGGCT CACAGT AGT GCGGGCGACAGAATCTGCACTTC
TCTCCTGGTCATTAATATGT TGCTCAGTATTACCATCCTTCGATACAACCACTCTTTCCC
TTGGTAAAGAAGCATGCTTTCTTTGCAGTGGAGAACCTCTTTCTCCTTTGCTATAATCCT
CCTCAAGATGT GCAAACT GCCGT TTGAACCGATCAACT CCACT TGGATAGAGGAAGCTAA
TCTGITCTCCACCTTTCATGTACTCCTCCAGCATCTGIGGATGATACTCCAAAATCTCTC
GATAGATCAATTCTCTAACATCATCTTTGGCCAGCTTCCTTCTTTCAAATTCAAACTCAA
GITTAGAAATAGGGT GTCTTGATGCECTCACGT TCCACAT TAGCAAGGGATGCAAAGTATG
GATCAGCTAGAGCCTCTTCTGCAGT AGCCCGATCTTTAGGATCAAATGCAAGTAAACGCT
CTAGAAGACGAAGAGCCAAAGGATCAGCATTTCGAAAT TTAT GAGT AAAGGGCACGGGAT
ATTTTTTCCGCATGCAGCTCAAGTATCTCCTGCCCTTCTCATTTCGAATCCGAGATAACG
TCTCAGATGATGGAGT TCCAAGAAGATCTGT TATAAGATCTAATTGGTGTACAACATTCT
TCCCAGGAAATAATGGCCT TCCAGT GAGAAGT TCAGCAAATATGCACCCAATGCTCCAAA
TATCAATTGCAGGAGT GTAT TTGGAGAAAAAGGAACCACATAGT TCAGGTGCCCGGTACC
ACCTTGT TGCCACATAATCTGT CCAAAATATAGCT GAAGGGEGECGT CATTAAATGATGCAC
GGCCAAGT CCAAAGT CACATATTTTCAGT TTGCAGT CCGAGI TAGCCAGTATATTCTTGG
GCTTTAGGT CCCGATGAAATACAT TAGCAGCATGTATGTACT TGAGAGCACGAAGAAGT T
GGTACAGGAAAAACT GGTGATGT TCAGGGEGT GAGGTCATCATTCACCTTGATCACTTGAT
GGAGATCGGACT CCATGAGCTCAAAAACAACATAGATATCT TGGAACT CCCTCCGAGAAG
GAGGGAGCCATGATGTGCTTAATCTCAACTATGT CTGGEGT GACGAAGCAACCGAAGGAGCT
TGATCTCCCGCAGAAT GCGCGT GGCATCCGAGACGT GCTCAAACACATCATTGATCTTCT
TGATAGCAACCCGCT CACCGGT GCGGGTATCTACAGCTGCAGCAACTACTCCGTAGCTCC
CTTTACCAATGACTTCTTGGATCTGGTACTGECT TGCCTCTCCATACTCTGTGAAGAACT
CCATTTCCACCGAGTI TCTTCCTGT GGCT CTCGACGEGECAGCGEGCATCTTGCGCT TGGECA
CCCGCGAT GGCECEGAGGCCGACGAGAT CCGEGT CCTCGT TGACCT CGAGATCGGACGAGC
CGT CGT CCCCCT CGCCEECGACGGACGACT GGT TGGAGCCEGAGGT GGAGCCGT TCCGGC
GGT GGAACCAGCGEGECEGAAGCCGT GGACGAT CACGCCT CCTCCGECCCATGCTCCTAGCCC
TGCGCGCCCGACGEECAT TGECCCGCACGCCCGCCCECCTAGCTATATACCACCACCAGTC
CACCGECTCCAAGCTCCTCTCCTCCCGT GTCCCGTCCCTCCTCTACTCCCTTGGT GCCGT
CAG
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>ScMPK17-2 SCCCLB1002F04.G
MLPPTRREFKDIYVVFELMESDLHQVIKANDNLTPEHHRFFLHQLIRALKY
MHSAHVFHRDLKPRNILANSDSKLKICDFGLARASFNDSLSAIYWTDYVAT
RWYRAPELCGSFFSSYTPAIDIWSIGCIFAEVLTRTPLFPGRNVVHQLDLIT
DLLGTPSFRSLSXGRVGKAREYLLAMPRKRPIPFSHKFHNADPLALRLLER
LLAFDPKDRPTAEEALADPYFSGLSKLELEPSAQPISKVDFEFEGRKLTKA
SVREMIYREILEYHPQMLQEYIEGGEQIHFLYPSGVDRFQRQFAHLEENY
RRGVTSTPPRRQPHIFAKAYTWTHCDTINRCSYD

>ScMPK20-1 SCCCLR1067H01.G
CLRSFGLDGAARPRANAVCLTVRFGIXFHSEVASQLEPAELAVLPCRYGV
FEEVPCEIRXAGEMQHDQRKKSSVEAEFFTEYGDASRYKIQEVIGKGSYG
VVCSAIDVHTGEKVAIKKIHDIFEHISDAARILREIKLLRLLRHPDIVEIKHIML
PPSRRDFKDIYVVFELMESDLHQVIKANDDLTKEHYQFFLYQLLRALKYIHT
ANVYHRDLKPKNILANSNCKLKICDFGLARVAFNDTPTTIFWTDYVATRWY
RAPELCGSFFSKYTPAIDIWSIGCIFAEVLTGKPLFPGKNVVHQLDLMTDLL
GTPSMDTISRVRNEKARRYLSSMRKKETISFSQKFPNADPLALDLLQRLLA
FDPKDRPTAEEALAHPYFKGLAKFEREPSCQPITKMEFEFERRRVTKEDIR
ELIFREILEYHPQLLKDYINGTERTTFLYPSAVDQFRKQFAHLEENSGNGP
VIPMERKHTSLPRSTIVHSAPIPVKEQPRIGPSRERPSSDESYRNPWETEK
YSGNLPENVTGSTKSANSEPGRVVGPVMPYQNGDTKDPYDTRRLAMNS
GYPPQQQIPQTFGYYQTHGKPACSEPSQAERYTLHQQAYACANRTAVSD
VALDMRAPPFHHLSAGQKGDSSDRLTAETNLYTRSLNGIAATQQEWQQL
LTERSVLFRLACQACISDWIMADYGESYVPLLELCCLQVAKHHIDNEAANQ
TFGWMLPSLECRAVQGSCVVRKTGTTVAGMKRVNMFV

ACCACCACCCGTCCTCGGTCCTCCTCTCTCTCTCTAT TCCCCCCT CCCCGGAGCGCTCGT
GCGAACCACGAGGAGGAGGAGGAGGAGAGAGAGGGAGGEGT GCCCTAGCCCTGCCCTECEL
GCCEECGT CECCAGCCAGGGT TAGGEGT CTCCCEEEEECCCCECCTTCCTTGTCCGLCGTC
TTCTCGCTCTGGCCGAT CCECCCGCCCGACECECEEEEECECCCAGCCECGT GT CTAECGT
TCGTI TCGECCT CGACGECGCEECECGACCCCGAGCCAATCCCGT GTGCCTGACCGT TCGC
TTTGGGATTGATTCCACT CGGAGGT GGCCAGCCAGCT AGAGCCAGCCGAGCTCGCTGICC
TTCCTTGCCGGTACGGECGT TTTCTGAGGAGGT TCCGT GCGAGAT CCGGAGGCCGGECGAGA
TGCAGCACGATCAGCGCAAGAAGAGT TCCGT GGAGGECAGAGT TTTTCACAGAGT ATGCEGG
ATGCCAAGT CGATACAAGAT TCAGGAAGT CATTGGT AAAGGAAGCTACGEGGTGGTCTCCT
CCGCTATAGATGTCCACACT GGAGAGAAAGTAGCGATCAAGAAGATACATGACATCTTTG
AGCACATATCCGATGCTGCTCGGAT TCTCCGT GAAATCAACGCT TCTGAGACTCCTAAGAC
ATCCAGATATTGI TGAGATCAAACATATTATGI TGCCTCCATCAAGACGGGATTTCAAAG
ATATTTATGITGI TTTTGAACT TATGGAGT CTGATCT TCACCAAGT TATCAAGGCTAATG
ATGACTTGACAAAGGAACATTATCAGI TCTTTCTCTACCAACTGCTCCGT GCTCTGAAAT
ACATCCACACAGCTAACGT TTATCACCGGGACCT GAAGCCAAAGAATATATTAGCAAATT
CTAACTGCAAACTGAAAATTTGTGATTT TGGACTAGCACGAGT TGCATTCAATGATACCC
CAACAACGATCTTCTGGACAGATTATGT TGCAACAAGATGGTACAGAGCT CCAGAGCTCT
GIGGATCCTTCTTTTCAAAGTATACACCGGCCATTGACATTTGGAGCATTGGATGCATCT
TTGCTGAGGTGCTAACAGGGAAACCTTTGT TTCCTGGTAAAAATGT TGTCCATCAGT TAG
ATTTGATGACTGACCT TCTAGGCACGCCATCTATGGATACGATTTCTCGGGTCCCGAATG
AGAAAGCAAGGAGGTATCTAAGTAGCAT GAGAAAGAAAGAGACAATTTCGTTCTCACAGA
AGTTTCCCAATGCAGATCCTTTAGCCTTGGATCTTTTGCAAAGGCTTTTAGCATTTGATC
CAAAAGATCGT CCAACT GCAGAGGAGCCATTGGECTCATCCATACT TTAAAGGGCTAGCCA
AGTI TTGAGAGAGAGCCATCCTGTCAACCAATCACAAAGATGGAGT TTGAGT TTGAACGEA
GAAGAGT GACAAAAGAAGACATTAGGGAGCTGATATTCCGT GAGATATTGGAATATCATC
CACAACTGCTCAAAGACTATATCAAT GGCACGGAGAGGACAACCTTTCTGTACCCAAGT G
CTGTCGACCAAT TTAGGAAGCAAT TTGCTCATCT TGAAGAAAATAGT GGAAACGGACCT G
TTATTCCAATGGAAAGAAAACATACTTCTCTTCCAAGGTCTACTATTGI TCACTCACGCTC
CAATTCCTGI CAAGGAACAACCCCGTATTGGECCCATCTAGCGAAAGGCCTTCATCTGATG
AGTCCTACAGAAAT CCTTGGGAGACAGAAAAATAT TCCGGCAATCTCCCGAGAACGT CAC
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AGCCTCCACAAAGAGT GCCAACAGCGAGACCAGGAAGGGT TGT TGGTCCAGTAATCGCCT T
ACCAAAAT GGAGACACCAAAGACCCCTATGACACACGAAGGT TGCCAAT GAACT CAGGAT
ATCCTCCCCAACAACAAATCCCACAAACATTTGGT TATTATCAGACACATGGCAAACCAG
CTTGCTCCGAGCCAT CACAGGECT GAAAGGT ATACGCT GCATCAGCAGGCCTATGCCTCCG
CAAACCGTACAGCTGTGTCTGATGT TGCTCTGGACATGAGAGCACCCCCTTTTCATCATC
TGTCGGCAGGGCAAAAAGGT GACTCTTCTGATAGCCTAACAGCCGAGACAAACTTGTACA
CGAGATCACTCAACGGCATTGCTGCTACT GCAGCAGGAGT GGCAGCAACTACTCACAGAA
AGGTCGGTGI TGI TCCGT TTGGCATGT CAAGCATGT AT TAGT GACTGGATCATGGECCGAG
TTATGGTGAATCCTACGTGCCTTTGCTGGAGCTATGCTGCCT TCAGGT GGCTAAACATCA
CATCGATAATGAAGCGGECCAATCAAACCT TTGECTGGATGCTGCCAAGT TTAGAGT GCAG
AGCAGTACAGCGTTCCTGT GTGGT CAGGAAAACAGGAACCACT GT CGCCGECATGAACGCG
TGTCAACATGTITTGT TCTATTTAGGGCACCAGCTTGTATCTGCCTGTGCCTGAGAAGTGC
CCTTGGT GGCACACT GAAGGGEGT AGT CCAGCGECT TGTAATCTGGGT AATTTAGGCGCCA
ATTTCTTTTCTAGAGCGAGGAGGECAGAAGGGAAAGGAAGGAACATTAACGT TTTAAATGT
TGTATAGAGATGI TTCTCAAATATCAATGTGCTACATCAGAATCACT TCAGAAAGATACC
AAGATATAGCAAAAATTTCCTTGGTATGAATGTTTGC

>ScMPK20-2 SCSGRT2064G11.G

PSSRALHAVRGEIGRRSDPFAARPPSHVLGRSGACSPPDPARARRXRGP
AVPPPQRRRVLSAAEARAAGFSFGTGVGREIRLAGMQQDQRNKTSAEAE
FFTEYGDANRYKIQEVIGKGSYGVVCSAIDLHTRQRVAIKKIHNIFEHVSDA
ARILREIKLLRLLRHPDIVEIKHIMLPPSRKDFKDIYVVFELMESDLHQVIKAN
DDLTKEHYQFFLYQLLRALKYIHTANVYHRDLKPKNILANSNCKLKICDFGL
ARVAFNDTPTTVFWTDYVATRWYRAPELCGSFFSKYTPAIDIWSIGCIFAE
VLTGKPLFPGKNVVHQLDLMTDLLGTPSMDTISRVRNEKARRYLSSMRKK
DPVPFSQKFPSADPLALKLLEKLLAFDPKDRPTAEEALRDPYFKGLSRVER
EPSCQPIRKVEFDFEHKRMSKEEIRELIFREILEYHPQLLNSYINGTERTTFL
YPSAVDQFKKQFSLLEESGGNGPSVPTDRKHASLPRTTVVHSNPIPAKEQ
PLAASSKVDQSLMVRVRIFGRKEVVLEMFPGHLWLHKDCKHKQQXSVRV
NGSVMNSGYPPHQQIPQAYGYHQMPARLDSTNPSQAMGGYTLQSQQA
YAYANSKGSPDVAVNMRAPPFHLPAGPKNNNPLDRLATDTDIYTRSLNGI
VAAATASEALALALTETLASAIWHVKDVLAADMLATASPGLACKK

TCCCCCGCTCCGCCTGCCTGCCTTCCCTTCTCTCCCAT CCTCGAGGEECECT GCACGLGGET
GCGCGECGAGAT CGEECEEAGGAGCGACCCCT TCGCCGCECEECCACCGT CCCACGT CCT
GGEGECECT CEEEEECT TGCTCGCCCCCT GAT CCCGLCCCGLCECGLEECET CTCGAGEECCG
GCGGT GCCECCGECCCCAGCGT AGGCGEGT GCTGAGT GCGECCGAAGCGAGEECCELEEEG
TTTTCATTTGGCACCGECGGT GEGECCEGAGAT CCEGCTAGCGEEGAT GCAGCAGGACCA
GCGGAACAAGACT TCTGCAGAGCCCGAAT TCTTCACAGAGT ATGGEGGATGCAAACCGGTA
CAAGATCCAAGAAGT CATTGGTAAGGGAAGCTATGCEGT TGTCTGCTCTGCCATTGATCT
TCACACT CGCCAGAGAGT GGCGATCAAGAAGATACACAATATCTTTGAGCACGT CTCCGA
TGCCGCGAGGAT CCTCCGT GAGATCAAACT TCTGAGGCTCCTAAGGCACCCTGATATTGT
TGAGATCAAGCACATTATGT TACCT CCCTCGAGGAAGGACT TCAAGGATATTTATGT TGT
TTTTGAACTTATGGAGT CTGATCTCCACCAAGT TATAAAGGCCAATGATGACT TGACCAA
GGAGCATTACCAGTTCTTTCTCTATCAGT TACT TCGGEGCCCTCAAATACATTCATACTCC
TAACGT TTATCACCGT GACCT GAAGCCCAAGAATATTTTAGCAAACTCTAACTGCAAATT
GAAAATATGT GACT TTGGACTAGCCCGAGT CGCATTCAATGATACCCCAACAACAGTCTT
CTGGACCGATTATGTI TGCAACAAGGT GGTACAGAGCTCCAGAGCTCTGTGGATCCTTCTT
CTCCAAGTATACACCAGCTATTGACATTTGGAGCATTGGATGCATATTTGCTGAGGTGI T
GACAGGGAAGCCTTTATTTCCTGGTAAAAATGT TGT TCATCAGCTAGATTTGATGACTGA
TCTTCTAGGCACACCGT CAATGGATACAATTTCTCGGGT TCCGAAT GAGAAAGCAAGAAG
GTACTTGAGCAGCAT GAGAAAGAAGGACCCTGTTCCATTTTCTCAGAAGI TTCCCAGI GC
AGATCCTTTGCCACTTAAACTATTAGAAAAGCTATTAGCGT TTGATCCAAAGGACCEECC
AACAGCAGAAGAGGCATTGCGTGATCCATACT TCAAAGGT CTTTCCAGGGT TGAAAGAGA
ACCATCCTGTCAGCCAATCAGAAAAGT GGAATTTGACT TTGAGCACAAAAGAATGTCAAA



GGAAGAGATAAGAGAGT TGATATTCCGT GAGATACT GGAATATCACCCACAATTGCTGAA
TAGCTACATTAATGGECACAGAGAGGACAACCTTTCTCTACCCAAGTGCTGT TGATCAATT
TAAGAAGCAGT TTTCTCTTCTTGAAGAGAGT GGT GGT AACGGCCCATCAGT TCCAACAGA
CAGGAAACACGCATCCCTTCCCAGGACTACTGT TGT TCACTCTAATCCAATTCCTGCCAA
GGAACAACCT CTTGCTGCCTCATCAAAGGT GAGACCAGT CTCTAATGGT TCGT GTAAGAA
TCTTTGGCGAGAAAGGAAGT GGT CCTGGAAATGT TCCCAGGGCATCTCTGGECTCCACAAGG
ACTGCAAGCACAAGCAGCAGGATCAGTAAGAGT TAATGGCTCAGT GATGAATTCAGGGTA
TCCTCCTCATCAACAAAT CCCACAAGCATACGGT TACCACCAAATGCCTGCAAGATTGGA
CAGTACCAACCCATCACAGGCCATGGGAGGT TACACACT GCAGT CGCAGCAGGCTTATGC
TTATGCAAACAGCAAAGCCT CGCCCGAT GTGECT GT GAACAT GAGAGCACCCCCCTTCCA
TCTCCCAGCTGGACCAAAGAATAATAACCCATTAGATAGACTAGCAACT GACACCGACAT
ATACACAAGATCCCTTAACGGCATTGT TGCTGCTGCCACGGECATCAGT AGGCCCTGECEC
TGGCGCTCACCGAAACGT TGECGT CGT GCCATCTGGCATGI CAAGGATGTATTAGCTGCT
GATATGCTGGCCACAGCT TCTCCAGGACTAGCCT GCAAGAAGT GGCGTATGGTATAAGTA
GTAATTCATAAGAAGAGGT GATCACATAGAGT

>ScMPK20-4 SCEPLR1030H10.G
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PGISTLSSVRERGRRAGANAGSLTGEERYAAAAGEXMQAPEQLHQQQQ
RRKGSSEMDFFSEYGDANRYKIQEVIGKGSYGVVCSAIDQHTGDKVAIKKI
HNIFEHLSDAARILREIKLLRLLRHPDIVEIKHIMLPPSRRDFKDIYVVFELMD
TDLHQVIKANDDLTREHHQFFLYQMLRALKYIHTANVYHRDLKPKNILANA
NCKLKICDFGLARVAFNDILQQYSGRIMLLQDGIGPLNCVDLSFLSIHQLLT
YGVSXCIFAEILTGKPLFPGKNVVHQLDLMTDLLGTPSLDTVSRIRNEKAR
RYLSSMRKKQPVPFSERFPKADPAALKLLQRLLAFDPKDRPTAEEALADP
YFKGLAKVEREPSCQPITKMEFEFERRKVTKEDVKELIFREILEYHPQLLKD
YMNGTEKTNFLYPSAVDNFRRQFANLEENGGKGGAHTASSDRKHVSLPR
TTTVHSNPIPPNGTSQLPQKIPTARPGRVIGPVIPFENAIAVDPYSQRRVAR
NPVLPPTTSNLSAYAYHRKSDNSDRELQQELEKDRMQYQPAQRFMDAK
VVSQMSPDLRSSYYIPKGVPKADGADRAALHSSMIHGIAPFSGIAAVGGG
GGYNKVNAVQYGVSXDVLVLVALAISKILSRVEVITWRRVKDVGTNELPIG
SEPKIQSMEYGSLIRIKEDVDIRLKNKYWATVMVLSIGPSFSESNAITPRKR

ACAGAGCCAAAAATTCCACAGCTTTGAATTAAAGAAGCGGEGT TTCACCAGCCGTAATAAT
ACATAAAATCAAGT CACTTTATATACAGAGCTAAACGTAGECTCACTATTTTTATTCCCA
CATGITTCCTACCTTGCAAAGTACATAATTTTCCCTGTAATAATCGTCTCTGCCCCCTTG
CTTCTTATAAGCAGCAATCAACTGACGGECACTGCCCTTTTTTTCTCCTTTTATTTTACCG
TTTCCGCGEEGT GATGECATTGCTTTCCGAAAAGCTAGGT CCAAT GGACAGAACCATGAC
TGTTGCCCAATATTTGITTTTCAATCTGATGTCACACGT CCTCCTTGATCCGAGATCAGA
GATCCATACTCCATCCTTTGTATCTTTGGECTCAGAGCCAATATGGECAGI TCATTGGTACC
TACATCTTTTCACCCTTCGCCATGTI TATTACTTCAACTCTGCTGAGGATTTTGGAGATGG
CCAATGCAACTAGAACTAGTACATCCTAGAAACTCCATATTGAACTGCATTGACCTTGTI T
GTAGCCACCT CCACCT CCTACAGCAGCAAT GCCACTAAAAGGGGCGATTCCATGAATCAT
GCTAGAGT GCAAAGCAGCTCTATCTGCACCATCAGCTTTTGEGACACCTTTTGGTATGTA
GTAGGAAGACCT CAAGT CAGGTGACATCTGTGATACTACCT TGGECGT CCATGAACCCCT G
TGCTGECTGGTACTGCATGCGGTCCTTTTCCAGCTCCTGI TGGAGCTCTCTGICTGAGT T
GICTGACTTCCGGT GATAGGCGTATGCTGACAGGT TCGAGGT GGT TGGAGGAAGCACT GG
ATTCCTCGCCACCCTACGT TGGCTGTATGGATCAACAGCTATTGCGT TCTCAAATGGTAT
TACTGGACCAATCACTCTTCCTGGT CTAGCTGTGCGAATCT TTTGAGGAAGT TGGGAGGT
TCCATTTGGAGGCGAT TCGATTAGAATGAACT GTGGT TGTCCTTGCGAGCGAAACATGCT T
CCTGTCTGATGAAGCGGT GTGTGCCCCACCCTTTCCTCCATTTTCCTCCAAGT TAGCAAA
TTGCCTTCGGAAATTGT CAACAGCACTAGGATATAAAAAGI TTGI TTTCTCAGI TCCATT
CATGTAATCCTTGAGAAGT TGAGGATGATACTCCAATATCTCCCTGAATATAAGITCCTT
GACATCCTCTTTTGICACCTTTCTTCGCTCAAACTCGAACTCCATTTTTGITATTGCECTG
GCATGATGGI TCTCTCTCTACTTTTGCGAGGCCT TTAAAATATGGATCAGCCAATGCCTC
TTCAGCAGI TGGCCTATCCT TGGGATCAAAT GCCAAAAGCCTCTGCAAAAGT TTGAGT GC
AGCAGGATCTGCT TTAGGGAACCTTTCAGAAAATGGTACTGECTGI TTTTTCCTCATGCT
ACTCAAGTACCTCCTGCCCTTCTCATTCCGAAT TCTGGAAACT GTATCAAGT GATGGAGT
ACCCAAGAGATCAGT CATCAAATCCAACT GGTGGACCACATTTTTTCCAGGAAACAAAGG
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CTTCCCAGTTAGGATCTCCGCAAAAAT GCAACCGATACTCCATATGTCAATAGCTGGTGA
ATACTTAGAAAAGAAAGAT CCACACAGT TCAGGEGGECCCTATACCATCTTGTAGCAACATA
ATCCGTCCAGAATACTGT TGTAGGAGT GTCATTGAATGCCACT CTTGCCAATCCAAAATC
ACATATTTTAAGI TTACAGI TAGCATTGCCCAATATATTCTTAGCCTTCAAATCACGATG
ATAAACATTAGCAGTATGAATGTATTTCAGT GCACGGAGCATCTGATAGAGAAAGAACTG
ATGATCCTCTCTGGT TAAATCATCATTTGCCTTGATGACT TGGTGGAGGT CTGTATCCAT
CAGCTCAAATACAACATAGATATCTTTGAAGT CCCTCCTTGATGGAGGCAGCATTATATG
CTTGATCTCAACTATATCAGGATGGECGTAATAGCCGAAGTAGT TTGATCTCACGAAGGAT
CCGGGECAGCATCAGATAAGT GCTCGAAGATATTGTGTATTTTCTTGATTGCCACCTTGIC
ACCGGTATGI TGGTCAATAGCT GAGCAAACAACACCATAACTTCCTTTGCCAATGACCTC
TTGGATTTTGTATCTGI TAGCATCACCGTATTCACT GAAGAAGT CCATCTCTGACGAACC
CTTTCTCCGCTGCTGCTGCTGGT GCAGCT GCTCCGECGECCT GCATCGCT CCCCGECCAECC
GCCGCGT CAGCGCT CCTCCGECCCGT GAGECTACCCGCAT T TGCCCCGECECECCEECCEL
GTI'TCCCGCACGGACGAGAGAGT GGAGAT CCCTGEECCCT CCCTCCCACCAGAGT CCCGrce
CACCCCGCCCT GGAACCT GGAT CGAGCCCGCGACGCT GCCAAGCCGEGACGCTCGLCT GG
CCCCGCCCTGT GECCT GECCCCCAECCT CECT CCCT GCGACT GAGCAACT CCCGELGAGSG
TGGCEGTGGAGAGT TGTGGT GGT GTGECGT CCGATTCCCTGATGGT GGTGT GGTGAAT GG
TGATGCTGCCG

>ScMPK20-5 SCSGLR1084B06.G

PCLRIGAAGSKQGLSHFSREVFRGCGLTMPEANAGAMAQAEQRKKNSPE
MEFFSECGDANRYKIQEIIGKGSYGVVCSAIDRHTGEKVAIKKIQNIFEHLS
DAARILREIKLLRLLRHPDIVEIKHVMLPPSRRDYRDIYVVFELMDTDLHQVI
KANDDLTKEHHQFFLYQMLRALKYIHTANVYHRDLKPKNILANANCKLKIC
DFGLARVAENDSPTTVFWTDYVATRWYRAPELCGSFFSKYSPAIDMWSI
GCIFAEILTGKPLFPGKNVVHQLDLMTDLLGTPSADTISQIRNEKARRYLSS
MRRKQPIPFSEKFPNADPSALKLLQRLLAFDPKDRPTAEEALADSYFKGIA
KVEREPSCQPISKMEFEFEQKFTKEDVKELIFQEILQYHPQLLKDYKNGSE
KTSFLYPSAVDRFRRQFASLEENGGRNATLDRKHESLPRTTTIHSTPIPAK
EGPTATSQVAQRIPAARPGRVVGPVLPFESASITDQHIARWVARNPAVPP
ATNTSSVYCYHLKSDSSDRQGHQLEREKDRRQYRTGQHLMDAKVAPEM
ARDIRPSQYYVSRGIPKADLTDRATLHRSTLHGVAPFNGIERSLVGTVRPV
FFTMELQVCTKSNALGEGNKMGNQSAARQLQLPFPMPGNSEHAXYLTN
DAGVRKGFSGGEMACVAFIALVLMSNGDDXRANVVKDLPYAAGSEEEGG
RQFSRVTACPFRRKGEDYPSEEKAKG

GCCCATTTGGAAAGT TCCACCTATAAACATCATTATATGATTTAAATGT TTATAACTGGA
ACAGAACATTTCAATTGGT TAAATACAAAATTAAGCGT TGCACTGTACACCTATCCACAA
ATTTCCCTTAGCCTTCTCTTCAGATGGATAATCTTCCCCCT TTCT TCGAAAGGGGECAGEC
AGTGACCCGTGAGAATTGT CGACCGCCCTCCTCTTCACT TCCTGCGGCATAAGGAAGATC
ACTTCACAACGT TGGCCCGAGATCATCCCCATTGCTCATCAAACAAGAGCAAT GAAGECG
ACACACGCCATTTCCCCGCCTGAAAATCCTTTCCGGACACCT GCATCGT TGGT CAGGT AT
GCGCGTCCTCCGAAT T TCCAGGCAT AGCGAAGGGECAGCTGGAGCTGECGAGCTGCACTCT
GGI TCCCCATCTTATTACCCTCCCCAAGGGCATTCCTCTTAGTACAAACTTGTAACTCCA
TAGT GAAGAACACCGGECCTGACT GTACCCACCAGCGACCGCT GCGATGCCATTGAAGGGA
GCAACGCCGT GCAGCGT GCTCCTATGGAGGGT GGCCCTGTCTGT TAGATCAGCT TTGGGA
ATCCCCCTTGAGACATAGT ACT GT GACGGEGECGTATGI CCCEGGECCATCTCAGGTGCTACC
TTGCCATCCATGAGATGCTGCCCTGTCCTATACTGCCTCCGGTCTTTCTCCCCCTCTAGC
TGATGCCCCTGCCTGT CGGAGCTGT CCGACT TCAGGT GGTAGCAGT AGACTGACGAGGT G
TTGGTTGCTGGAGGAACAGCTGGATTCCT TGCCACCCATCGT GCAATGTGT TGATCAGT G
ATGCTAGCACT CTCGAATGGTAATACT GGGCCTACCACTCTTCCTGGTCTAGCTGCTGGT
ATCCTTTGAGCAACCTGGGAGGT TGCTGT TGGACCTTCCTTTGCAGGAAT TGGAGT GGAG
TGAATGGTTGTTGT CCTTGGGAGAGAT TCATGCCTTCCTGT CAAGCGT GGCATTCCTCCCT
CCATTTTCTTCTAAGCTAGCAAAT TGCCTACGGAACCT GTCAACAGCACTGGGATATAGA
AAGCTCGITTTTTCAGAGCCATTCTTGTAATCCTTCAGAAGT TGAGGATGGTACTGCAGT
ATCTCCTGGAATATAAGT TCCTTGACATCCTCTTTGGTAAACT TCTGT TCGAACT CAAAT
TCCATTTTCGAAATTGCCTGACAGGATGGT TCCCTCTCCACTTTTGCAATGCCTTTAAAA



TAGGAATCAGCCAACGCCTCTTCAGCAGT TGGTCGATCCT TAGGATCAAATGCTAGAAGC
CTTTGTAAGAGCT TGAGCGCCGAAGGAT CTGCAT TGEGCGAACT TCTCTGAAAAGGGTATT
GGCTGITTCCTCCTCATGCTGCTCAGATACCTCCTTGCTTTCTCATTTCGAATCTGTGAA
ATAGTATCTGCTGATGGCGT GCCCAGGAGAT CAGT CATCAAATCCAACTGGTGAACCACA
TTTTTACCAGGGAATAAAGGCT TCCCAGT CAAAAT CTCCGCAAAAATGCAACCAATCCTC
CACATATCAATAGCCGGTGAATACT TACTAAAGAAAGAT CCACACAGCT CAGGAGCCCTG
TACCATCTAGTAGCAACATAGT CCGT CCAGAAAACT GTGGTAGGAGAGT CATTAAATGCA
ACCCTTGCTAGCCCAAAATCACATATCTTGAGT TTGCAGT TAGCATTTCCTAATATATTT
TTCGGCTTTAAATCACGATGATAAACATTAGCAGTATGAATATATTTCAATGCACGCAGC
ATCTGATATAGAAAGAACTGGTGGTGT TCCTTTGT CAAGTCATCGT TAGCCTTAATAACT
TGGTGAAGGT CGGTATCCATGAGT TCAAATACAACGTAAATATCTCTGTAGTCCCTCCTC
GACGGAGGTAACATGACATGT TTGATCTCAACAATAT CAGGATGCCTTAGCAGCCGTAGA
AGCTTGATCTCACGGAGGATCCTAGCAGCGT CCGACAGATCCTCGAAGATATTCTGTATC
TTCTTGATTGCTACCT TCTCACCGGTATGI CGGT CAATAGCT GAACAAACAACCCCATAA
CTTCCTTTGCCAATGATCTCCTGAATTTTGTATCTGT TGGCATCGCCACATTCCCTGAAG
AATTCCATCTCTGGTGAATTCTTCTTCCTCTGCTCCGCCTGCGCCATCGCACCGGCATTT
GCCTCCGECAT CGT CAGGCCGCAGCCGCGEGAAGACCT CECCEGAGAAGT GAGAGAGCCCC
TGCTTGCTGCCT GCCGCCCCAAT CCCCAGCCAAGGACGACAAGGAGT GGAGGEGEEGAGA

103



104

MKKs

>ScMKK1 SCACLR2029C10.G (completa por molecular)
PCSGEEPGAAAGHTSDGDATEAIKLTLPSQETTIGKFLTHSGTFKDGDLRV
NKDGLRIVSQSEGGEAPPIEPLDSQLSLDDLDVIKVIGKGNSGNVQLVRHK
FTGQFFALKVIQLNIDECIRKQIAKELKINLSTQCQYVVVFYQCFYVNGVISI
VLEYMDGGSLADFLKTVKTIPEDHLAAICKQVLKGLIHLHHERHIIHRDLKP
SNILINHRGEVKISDFGVSAIISSSSGRDTFTGTYNYMAPERISGKKHGYMS
DIWSLGLVILECATGIFPFPPRESLRTRACDVIALLIVSPKSITVRPS

TGATGGT TTCAGATCTCTGTGTATAATGTGCCTCTCATGATGCAAGTGTATCAGTCCTTT
TAATACCTGCCTTACAAAT TGCAGCAAGGTGGTCCTCTGCGAATGGTTTTAACAGICTTTAG
GAAAT CGGCAAGAGAGCCACCGT CCATGTACT CCAAAACAATAGAAATGACGCCATTGAC
ATAAAAGCACT GATAGAACACAACAACATATTGGECACTGIGT TGATAAGT TTATTTTCAA
CTCCTTGGCAATCTGI TTGCGTATACACTCATCAATATTTAGT TGAATAACCTTCAGAGC
AAAAAACT GGCCAGTAAAT TTGT GECGGACCAATTGCACATTTCCGCTGTI TACCTTTCCC
GATCACTTTTATAACGTCTAGATCATCTAAGCTCAGT TGACTATCCAGTGCCTCTATAGG
AGGAGCCTCGCCTCCCTCACT CTGCGAGACGAT GCGGAGGCCGT CCTTGT TGACGCCGCAG
ATCCCCGT CCTTGAACGT CCCGCTATGCGT CAAGAATTTGCCGATGGT GGTCTCTTGGEGA
CGGCAGCGT GAGCTTGATTGGECT TCCGT GECGT CGCCAT CGGAAGT ATGT CCGECEECEE
CGCCGEGET TCCTCGCCCGAGCACGEGAGCAGACCCGCEEEEEAAAGGAGCEGAGT GGACGG
ACGCGGECTGGTTGTGCAGCAGAGCT GGT GGT CTCCT TCGGAAAT CGGAAGT

>ScMKK3 SCCCCL4002H05.G + SCJFRT2058E01.G
SFRDDPASPRTATSIDAVALPGLACPLHPCAGFTPPLSSAAPPSATSSPQP
STPLIPSVGFASSDGPGGNDRYWAHGSVGEPGEARAAPGEERGSGGPT
RGRSAGSDGLTHASELCASLATRLVEGERVSGLRTPKAEHTQEGSNLQR
RAELLSRHNPRSLRDRIGGIKSTSGYCNPAAG
ALASAHLDAGLEELKKKLQPLLFDDPDRGGASTRVPLPEETCDSYAISDD
GTVNLLSRSLGEYNINEHGFHKRSAGPDESDSDEKGYRCASHEMHIFGPI
GNGASSVVERAIFIPVHRILALKKINIFEKEKRQQILNEMRTLCEACCYPGLV
EFQGAFYMPDSGQISIALEYMDGGSLADVIRVKKSIPEPVLSHMLQKVLLG
LRYLHEVRHLVHRDIKPANLLVNLKGEAKITDFGVSTGLDNTMAMCATFVG
TVTYMSPERIRNENYSYAADIWSLGLTILECATGKFPYDVNEGPANLMLQI
LDDPSPTPPPDAYSPEFCSFINDCLQKDADARPMCEQLLSHPFIKRYAGT
EVDLAAYVKSVVDPTERLKQIAEMLAIHYYLLFNGSDGIWHHMKTFYMEQ
STFSFSGKVYVGQNDIFDSLSNIRKKLKGDRPREKIVHVVEKLHCRANDET
GVAIRVSGSFIVGNQFLVCGDGIKAEGMPSMDELSIDIPSKRVGQFREQFI
XATGEFNVMLLHIKARSVHYPILIEHIICKITSSMYREFG

>ScMKK4 SCQSRT2036C06.G+SCEZAM2059E11.G
GRAAELEGAAAAVAAAGHAGAGAPPPGFTLPLPQRDLTSLAVPLPLPLPP
SSAPSSTSSSGALSAPASLGAPTPPTSAGSAPANPPPLCELERVRRIGSG
AGGTVWMVRHRPTGRPYALKVLYGNHDDAVRRQITREIAILRTAEHPAVV
RCHGMYEQAGELQILLEYMDGGSLENHRIADEXHFLAHVARQVLSGIAYL
HRRHIVHRDIKPSNLLIDSGRRVKIADFGVGRILNQTMDPCNSSVGTIAYM
SPERINTDLNDRGAGDIWSFGLSILEFYLGRFPLGENLGKQGDWAALMC
AICYSDSPQAPRNASADFKNFISLCLQKNPANRPSATRLLQHPFVAQPQT
QQAQPQPLAAPPYDGSPPAEMHNSGRFD



105

>ScMKK6 SCCCLR1072C05.G
LPEQPLPSLTLQRRRDEAMRGKKPMKELKLSVPAQETPVDKFLTASGTFK
DGELRLNQSGLRLISEENGDEDESTKLKVEDVQLSMDDLEMIQVIGKGSG
GVVQLVRHKWVGTLYALKGIQMNIQESVRKQIVQELKINQATQSPHIVMC
HQSFYHNGVIYLVLEYMDRGSLADIVKQVKTVLEPYLAVLCKQVLEGLLYL
HHERHVIHRDIKPSNLLVNRKGEVKITDFGVSAVLASSIGQRDTFVGTYNY
MAPERISGSSYDYKSDIWSLGLVILECAIGRFPYIPSEGEGWLSFYELLEAI
VDQPPPSAPADQFSPEFCSFISSCIQKDPAQRMSASELLNHPFLKKFEDK
DLDLRILVENLEPPMNIPESLPCWVMKPCCAFGVWPRCLLASAPELQPPY
MNXAKHRSLYDPSPLWLDERDHAAFRMVXRIVAIVATGLVIVSLVLTFAVL
LAEDSKXDELNIQNMLANMLRG

AAGAACAAAT CCATGACAACAT CAGTCAAGAACT CTGCCATTGAGATCCCACTGCTGCCAG
CGAGT TTCCACTATACTTCAGTCTGGECAAATCCTCTCCACCAGGCACGTATCCTTTAGIG
ATTGAATAGT GACAAGGAGTAGAAATCAGCAACT TCGAGTACAGTI TCTACAGT CTCTGGG
TATTCAGGTATCCTGACAAAGAATATAAATCTGTACAGAACTACATTTCTGAATTTGICA
GAATAATGTAGCACT TAGCATAAGTAGT CGATACTGATAACATGT TAAGAAATGGT TTGA
AATGGT TTGCTGGCGECACT GCAGAAAT TCTACCAGT GGCCACCACGACCATCGACGGTAG
CAGGTAATTTGT TCCCTGCATATGGECT TTGGCTAGCCTACCCCAACTTCCTTGCGACAAA
AGCCTATGITGITGTTGT TGT TGTATATGGCTTTGGCTGCCCAGCT TGGT TCACATCCAT
CCTTTCAGCATCACCTGICTCACTCTTGCAGGTCTGACTTCTTCTGGGGTATGAACTTCC
AGAAGGGATATTGT TTGGEGCAACT GCTGGEGTGCCTAGCAATTCTTCGT TGCTCATATTG
CTTGGCAACAGATGCTGGATAGGEGT TGTACT GCATCACTGAACCAGCTGCTTTACCAGG
CCTTGCAACATCACCT TGAGGAACATGCGEGTGGAAATTTACT TGCAACATAAGCAGAATG
TTGATGIGICTTCTGTGTATTTTCTCTGATTATACACT TGGAAAGATCCTCGGTGATGT T
AGCTGTGGCTTGTGATCGGT TGT CTGAATAGACAACAGATGGCCGTGGCAATGAATTATG
TTGCCTCTCAGGTGGAGT TCCTGTAGATCCCTTGGCATAATGT TCTTCAAGGTATGCAAA
CTGCTTTTTAAAATGATCTACTGCACT TGGGTACATGAAACCACTTGACTCAGITCCCTC
AAGAAACTCCCTTAGCATCTGT GGATGATACT CAAGAATTTCCCTATATATGAGCTCCCT
TATGICTTCCTTTGTAACTCTCCGCCTCTCAAATTCAAATTCAAGCTTTGTGACAGCCTG
TGCAGAAGGCTCTCTATCCACATTGCCTATATTCTTGAAATAAGGATCAGAAAGAGCCTC
TTCAGCACTTGECCTGICTTTTGGCTCAAAAGCTAGCATTCGCTCTAACAAACTTAGTGC
AAGTGGATCTGCCATTTGGGAACT TTTGCGTAAACGGTATAGGCTTTTTCCGCCTCATACT
GCTCAAGTAGCGCCCTGGECCTTTTCATTACGAATCCTCGATATTGCT TCTGGAGAAGGT GT
TCCCAGGAGATCTGTAATTATATCAAGT TGATGCACCACATTTTTCCCCCGGAAAAGAGG
TTTTCCAGI TAACAATTCTGCAAATATACAACCAATACTCCATATATCTATCCCCGGTGT
ATACT TGGAGAAGAAAGAT CCGCACAGCT CCGGT GCTCGGTACCACCTAGT TGCAACATA
ATCCGT CCAAAAGATGCECAGT TGGAGTATCATTGAAAGCTACTCTTGCTAGGCCAAAGTC
GCATATTTTGAGCTTACAATCAGCATTTGCCAGAATATTTTTTGGT TTGAGATCTCGATG
AAATACATTTGCTGTATGTATGTATTTCAATCCTCGGAGCAACT GATACAAGAANAATTG
ATAGTGTTTTGGAGT CAAGTCATCATTAGCCTTTATAACTTGGTGTAAATCAGACT CCAT
GAGT TCAAACACAACATATATATCCTTGAATTCCCTCCTTGATGGAGGAAGTAAAATATG
TTTTATTTCTACAATAT CCGGAT GT CCGCAGGAGCCGAAGCAGCTTGATCTCACGAAGT AT
ACGTGI TGCATCAGACACATGT TCAAATATTTCATTTATCTTCTTTATTGCAACCTTTTT
GCCAGT GTGT GT GT CCAAAGCAGAGCAAACCACACCGTAACTTCCTTTTCCTATGACCTC
TTCTATCTTGTACCTGCT TCCCTCACCATACT CAGT GAAAAAAT CCATTCAGGGGATGCA
GCAAAAGGGEGAACAAAT CCACGCCCGT GACGGAGGGECCAGCCCT GT GGTGACGECAGCAG
CGAGCT GAGGAT GCGECGEECEGAGGAT CCAGCT GAGAGGAGAGGAT GACAAAGGACGECG
GCCTCGTGCTCCCAGT CGECAGCTTTGCEEGTTT

>ScMKK10 SCUTRZ3070G12.G
VSESNKPMALVRQRRQLPHLTLPLDHFALRLPPQPQPTAAPSTSTSDARL
SDYERLSVLGHGNGGTVYKARHRRSAQPVALKLFADGDTSAAREAEILML
AADAPHVDA



ACTCCTCACCCCACAGCT GT CTCAGAGT CCAACAAGCCAAT GGCTCTCGT CCGCCAGCEC
CGCCAGCTGCCGCACCT CACCCT CCCGCTCGACCACT TCGCCCTGCECCT GCCGLCCGCAG
CCGCAGCCCACCGECCECECCGT CCACCT CCACCT CCGACGCGCGCCTCTCGGACTACGAG
AGGCTCTCCGT TCT CGECCACGECAACGECEECACCGT GTACAAGGCGCGEECACCGEELEG
TCCGCGCAGCCGEGT CACCCT CAAGCT CT TCGCGGACGEGEGACACCT CCGCGECGCECGAG
GCCGAGATACT CATGCTCECCGCEGACGCGCCCCACGT CGATGCECC
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