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RESUMO

Genes da familia LAZY sao reguladores do Transporte Polar de Auxina (TPA), tendo
um papel fundamental no gravitropismo, ou seja, na detecgdo da gravidade e
modulagao do crescimento das raizes e parte aérea. Em Arabidopsis thaliana, mutantes
lazy apresentam fendtipo de gravitropismo reduzido na parte aérea. Porém, estudos
sobre a presenga e fungdo desses genes em plantas ainda sdo escassos. Neste
trabalho, identificamos homadlogos dos genes LAZY em 63 espécies de plantas e algas
e procuramos compreender a sua histéria evolutiva. O resultado da busca por BLAST
nos genomas das espécies estudadas retornou 282 potenciais sequéncias homologas
aos genes LAZY. A andlise filogenética revelou o agrupamento dessas sequéncias em
dois clados: o primeiro deles inclui as sequéncias homodlogas ao gene LAZYS de
Arabidopsis, e 0 segundo inclui aos demais, sendo dividido em dois subgrupos (genes
LAZY2-4 e LAZY1 e 6). Essa analise permitiu concluir que esta familia génica é
especifica de plantas e que se diversificaram a partir de diferentes eventos de
duplicagao ao longo da evolugédo das espécies, sendo o clado que agrupa as LAZYS5 o
mais divergente. Dessa maneira, os genes LAZY estao relacionados com os grandes
eventos evolutivos que estdo levaram as mudancas na arquitetura das plantas
terrestres.

Palavras-chave: Arquitetura de plantas, gravitropismo, filogenia, estrutura génica.



ABSTRACT

Genes of the LAZY family are regulators of Polar Auxin Transport (PAT), thereby they
have an essential role in gravitropism, which is the detection of gravity and modulation
of root and shoot growth. In Arabidopsis thaliana, lazy mutants display a reduced shoot
gravitropism phenotype. However, further studies about the presence and function of
these genes are still scarce. In this paper, we have identified LAZY homologous genes
in 52 species of plants, and we have sought to understand its evolutionary history.
BLAST results have returned 282 potential LAZY homologous sequences in the studied
species. Phylogenetic analysis has revealed the grouping of these sequences in two
clades: the first one includes Arabidopsis LAZY5 homologous sequences and the
second, which is divided into two sub-groups (LAZY2-4; LAZY1 and 6) includes the
others. This analysis allow us to conclude that this gene family is plant-specific and that
it's genes have diverged from different duplication events during species evolution,
being the LAZY5 more divergent clade. Thus, the LAZY genes are related to the main
evolutionary events that led to changes in land plants architecture.

Keywords: Plant architecture, gravitropism, phylogeny, genetic structure.
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1 INTRODUGAO

As plantas se adaptaram de maneira a habitar os mais distintos ecossistemas
terrestres. Como s&o organismos sésseis, 0 ambiente onde estdo inseridas pode
influenciar fortemente o seu crescimento. Dessa forma, é de extrema importancia ter a
capacidade de sentir e responder ao que esta acontecendo ao seu redor, guiando o
crescimento de seus 6rgdos até para encontrar regides que favoregcam a captacao de
luz solar para a fotossintese, e de agua e nutrientes para as raizes, por exemplo (Su et
al., 2017). Para contemplar esta necessidade, multiplos mecanismos de estratégias de
crescimento - os chamados tropismos, foram desenvolvidos ao longo da evolugao das
plantas (Vandenbrink e Kiss, 2019).

O crescimento de 6érgédos em plantas se da pela combinagdo de divisdo celular nos
meristemas e alongamento de células em regides sub-apicais (Su et al., 2017). Um dos
tropismos de maior influéncia para a orientagao desse crescimento, que vai determinar
a arquitetura final da planta, € o gravitropismo - crescimento em resposta a gravidade
(Chen et al., 1999). O gravitropismo se mostra ainda mais importante durante o estagio
de crescimento inicial, logo ap6s a germinagao, onde a gravidade € a unica percepgao
no subsolo (Zadnikova et al., 2015). Com o uso desta estratégia, as plantas sdo
capazes de sentir a gravidade e alterar a direcdo do crescimento de suas raizes e parte
aérea através do gravitropismo positivo e negativo, respectivamente. Ja os 6rgaos
laterais, emergem dos 6rgédos primarios de maneira comum, mas logo em seguida se
realinham de acordo com um angulo chamado angulo de referéncia gravitropico (do
inglés “gravitropic set-point angle”, GSA). O GSA é bem variado, sendo espécie- e
orgao-especifico, e pode ser modificado por fatores externos ou hormonais (Su et al.,
2017). Este processo consiste em trés etapas: detec¢ado da gravidade, transducéo de

sinal e crescimento assimétrico das células (Vandenbrink e Kiss, 2019).

O primeiro indicio sobre a existéncia de um mecanismo de tal tipo foi através do
experimento de Knight, em 1806, quando ele tentou cultivar plantulas em uma roda de

jardinagem, posicionada perpendicularmente ao chao, de maneira a alterar o vetor da



gravidade (Knight, 1800). Proximos a Knight, Charles e Francis Darwin também se
dedicaram ao estudo do movimento em resposta a luz em plantas com o trabalho "The
Power of Movement in Plants", onde foi hipotetizado um mecanismo de sinalizacao,
capaz de se mover do local onde foi recebido o estimulo externo até o local de resposta
a ele (Darwin e Darwin, 1880). Esta teoria abriu os olhos de outros cientistas que,

eventualmente, descobriram o sistema hormonal das plantas.

Tanto o gravitropismo quanto o fototropismo tém como mecanismo basico o
crescimento assimétrico, ou crescimento diferencial, das células (Zadnikova et al.,
2015). O fitormbnio auxina exerce um papel fundamental para a coordenagao do sinal
deste crescimento, através do seu acumulo ou gradiente de distribuicdo entre as
células. Este horménio é o unico até entdo que possui um sistema de transporte polar
(transporte polar de auxina, TPA), cujo mecanismo principal € o transporte direcionado
célula-célula através de transportadores de influxo e efluxo que garantem um controle
mais preciso de distribuicdo e, assim, permitem a formagao de gradientes (Petrasek e
Friml, 2009). Em algumas espécies, como o arroz e Arabidopsis, genes envolvidos com
o TPA ja foram identificados e caracterizados. Devido a importancia da auxina para o
gravitropismo, e do ultimo para determinag¢ao da arquitetura das plantas, reguladores do

TPA sao potenciais alvos de estudo para controle deste mecanismo de crescimento.

Em 1996, Abe et al. identificaram um padrdo de crescimento diferente em algumas
cultivares de arroz. Por ndo terem um alongamento vertical das folhas, comegaram a
ser chamadas de plantas preguigcosas. Ao estudar estas plantas, descobriram os genes
responsaveis por este comportamento e os nomearam genes lazy (do inglés,
preguicosos). Posteriormente, estes genes também foram identificados em milho (Dong
et al. 2013) e em Arabidopsis thaliana (Yoshihara e lino, 2007, Taniguchi et al., 2017).

O estudo destes genes em outras plantas € escasso.

Mais especificamente, em Arabidopsis, foram seis genes reguladores identificados parte
da familia multigénica LAZY (Taniguchi et al., 2017.). Para facilitar a compreenséo, os
genes At5g14090, At1g17400, At1g19115, At1g72490, At3g24750 e At3g27025 seréo
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referidos neste trabalho como LAZY1, LAZY2, LAZY3, LAZY4, LAZY5 e LAZYS,
respectivamente. Yoshihara e Spalding, em 2017, conduziram um experimento com
mutantes homozigotos para cinco dos genes LAZY em Arabidopsis. Tanto mutantes
simples quanto mutantes de alta-ordem, com mais de um gene mutado, foram crescidos
no escuro e tiveram seus fenotipos avaliados. Eles demonstraram que os mutantes,
principalmente de alta-ordem, tém um mecanismo de gravitropismo defeituoso e a

orientacao das plantulas foi horizontal ou vertical para baixo.

Com a revolugdo das técnicas de sequenciamento de ultima geragcdo e, por
conseguinte, aumento exponencial de dados gendmicos, proteicos e de expressao, 0s
estudos evolutivos sobre familias génicas se tornaram mais acessiveis. Ao longo da
evolugdo, os genomas passam por diversos eventos de mutagido, além de perdas e
ganhos de material genético, muitas vezes modificando o numero de cépias de genes
(NCG). Estas modificagdes desempenham papéis muito importantes na historia
evolutiva, visto que causam significativas consequéncias, podendo ser relacionadas a
doengas ou até mesmo a vantagens adaptativas (Ames et al., 2011). Estudos
comparativos de NGC se tornaram mais populares, visto que aliam rapidez e
confiabilidade e geram dados relevantes sobre os passos evolutivos de ganhos e
perdas de material genético associados a mudancas fenotipicas que tornam mais clara
a nossa compreensao sobre a evolugéo funcional. Dessa maneira, estudos evolutivos
sobre os genes LAZY podem trazer novas visdes sobre os eventos de duplicagdo que

originaram novas familias, ordens e espécies de plantas terrestres.
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2 JUSTIFICATIVA

Pouco se sabe sobre arquitetura de plantas e grande parte dos estudos ja feitos foca na
regulagéo do crescimento por hormdnios vegetais. A familia LAZY foi estudada apenas
na planta modelo Arabidopsis thaliana e, ainda assim, n&do ha maiores informagdes
sobre sua regulagdo, mecanismo de atividade ou participagdo em rotas de sinalizagao.
Outros estudos sobre a presenga e fungcdo desses genes em plantas ainda séo
escassos. Esta familia génica € um alvo potencial para aplicagbes biotecnolégicas, visto

que pode ser responsavel pela determinagao da orientacdo do crescimento de plantas.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho ¢é identificar e caracterizar genes da familia LAZY em plantas

e entender sua histoéria evolutiva.

3.2 Objetivos especificos

- Identificar genes homodlogos a familia LAZY em Viridiplantae;

- Caracterizar os genes identificados quanto a sua estrutura e organizacgao;

- Caracterizar a sequéncia proteica codificada pelos genes LAZY quanto a
presenca de dominio e motivos conservados;

- Compreender o padrao evolutivo destes genes nas espécies selecionadas;

- Entender os mecanismos de ganho e perda de genes dentro da familia LAZY.
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4 METODOLOGIA

4.1 Fontes de dados e recuperacao de sequéncias

Para recuperar as sequéncias homoélogas dos genes LAZY nos genomas de plantas
disponiveis, primeiramente foi feito um estudo in silico das sequéncias LAZY ja
descritas em A. thaliana. Neste organismo modelo, ja havia um estudo que identificou e
descreveu seis genes: LAZY1 - AT5G14090, LAZY2 - AT1G17400, LAZY3 -
AT1G72490, LAZY4 - AT1G19115, LAZY5 - AT3G24750 e LAZY6 - AT3G27025

(Yoshihara e Spalding, 2017). Estas sequéncias foram recuperadas do banco de dados

Phytozome (http://www.phytozome.net/) e, posteriormente, foram utilizadas como
queries (iscas) para recuperar os homologos nas outras 62 espécies de plantas com
genoma e proteoma disponiveis no banco de dados de genomas Phytozome

(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) através da ferramenta BLAST (BLASTp).

Dentre estas espécies encontram-se clordéfitas ou algas (Chlamydomonas reinhardtii,
Dunaliella salina, Volvox carteri, Coccomyxa subellipsoidea C-169, Micromonas pusilla
CCMP1545, Micromonas pusilla sp and Ostreococcus Ilucimarinus); a hepatica
Marchantia polymorpha; os musgos Physcomitrella patens e Sphagnum fallax; a licéfita
Selaginella moellendorffii; a unica espécie restante da familia Amborellaceae, Amborella
tfrichopoda; as angiospermas monocotileddneas Ananas comosus, Musa acuminata,
Spirodela polyrhiza (aquatica) e Zostera marina (marinha); as gramineas da familia
Poaceae Brachypodium distachyon, Brachypodium stacei, Oryza sativa, Oropetium
thomaeum, Panicum hallii, Panicum virgatum, Setaria italica, Setaria viridis, Sorghum
bicolor e Zea mays; a herbacea Aquilegia caerulea;, o amaranto Amaranthus
hypochondriacus; as asterideas Daucus carota, Mimulus guttatus, Solanum
lycopersicum e Solanum tuberosum; as crassulaceas Kalanchoe fedtschenkoi e
Kalanchoe laxiflora; o eucalipto Eucalyptus grandis; a parreira Vitis vinifera;, as
Malpighiales Linum usitatissimum, Manihot esculenta, Populus trichocarpa, Ricinus
communis e Salix purpurea; as laranjas Citrus sinensis e Citrus clementina; as frutas
tropicais Carica papaya e Theobroma cacao;, o algodao Gossypium raimondii; as

brassicaceas Arabidopsis halleri, Arabidopsis lyrata, Boechera stricta, Brassica oleracea


http://www.phytozome.net/
https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html
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capitata, Brassica rapa, Capsella grandiflora, Capsella rubella e Eutrema salsugineum;
e as fabideas Cucumis sativus, Fragaria vesca, Glycine max, Malus domestica,
Medicago truncatula, Phaseolus vulgaris, Prunus persica, Trifolium pratense.

Todas as sequéncias de DNA gendmico, CDS (Coding sequence) e de aminoacidos
correspondentes foram recuperadas e utilizadas nas analises seguintes. Para facilitar a
identificacdo das espécies, foi adicionado um cédigo de trés letras para cada taxon
representando a primeira letra do género e as duas primeiras letras da espécie (por
exemplo, Arabidopsis thaliana foi representada por Ath); apenas duas espécies
precisaram de uma letra adicional para distingui-las e foram elas: Ananas comosus -

Acom e Brachypodium stacei - Bsta.

4.2 Alinhamento e analises Filogenéticas

As sequéncias recuperadas foram alinhadas utilizando o algoritmo de alinhamento
MUSCLE (Edgar, 2004), implementado no MEGA 7 (Kumar et al., 2016) e utilizadas
para a realizagédo de analises filogenéticas pelo método bayesiano no programa BEAST
v. 1.8.4. O alinhamento foi codificado e os blocos ambiguos foram removidos antes da
realizacdo da analise filogenética. Os programas jModelTest2 (Darriba et al., 2012) e
Prottest (Abascal, Zardoya e Posada, 2005) foram utilizados para selecionar os
melhores modelos de substituicdo de nucleotideo e aminoacidos, respectivamente. O
birth-death process foi selecionado como prior para a analise bayesiana no BEAST v.
1.8.4 (Drummond et al., 2012) e foi executado por 100.000.000 geracgdes de cadeias de
Markov e Monte Carlo (MCMC) para sequéncias de aminoacidos e nucleotideos. O
programa Tracer 1.6 (Rambaut et al., 2018) foi utilizado para verificar os dados obtidos
pela convergéncia das cadeias de Markov e Monte Carlo (tamanhos adequados de
amostras efetivas > 200) apds os primeiros 10% das geracdes serem deletados como

burn-in. Em seguida, foi utilizado o TreeAnnotator para o calculo da arvore consenso e
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dos valores de probabilidade posterior. O FigTree apresenta étimas ferramentas de

edicao e foi utilizado para obter uma melhor visualizagdo da arvore gerada.

4.3 Analise comparativa de organizagéo e estrutura génica

Para analises posteriores, as sequéncias obtidas foram organizadas a partir de
caracteristicas estruturais, como organizagdo em éxons e introns e tamanho, e a nivel
proteico, por presengca de motivos e dominios. Como fonte destas informacdes foi
utilizado o proéprio banco de dados do Phytozome. Para algumas espécies selecionadas
(Eucalyptus grandis, Oryza sativa, Zea mays, Medicago truncatula e Setaria italica), foi

utilizado o software Gene Structure Display Server (GSDS - http://gsds.cbi.pku.edu.cn)

como método de visualizagao.

4.4 Analise de motivos e dominios proteicos

Para informacdes adicionais sobre dominios € motivos proteicos das sequéncias, foram
utilizados os programas PROTTER (Omasits et al., 2013 - http://wlab.ethz.ch/protter/),
TMHMM 2.0 (Krogh et al., 2001 - http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) e Multiple

Expectation maximization for Motif Elicitation - MEME (Bailey et al., 2006 -
http://meme-suite.org/), e sobre distribuicdo de nucleotideos e aminoacidos, o
WEBLOGO (Crooks et al., 2004 - https://weblogo.berkeley.edu/logo.cqi). Para refinar os

dados resultantes do MEME, foram utilizados outros dois pacotes (Tomtom e GOMOo)

adjacentes ao programa.

4.5 Analise de expressao génica in silico

Para avaliar a expressdo dos genes da familia LAZY, tanto em Arabidopsis thaliana

quanto em outras espécies selecionadas (Glycine max, Oriza sativa e Zea mays) e


http://gsds.cbi.pku.edu.cn/
http://wlab.ethz.ch/protter/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
http://meme-suite.org/
https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi
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determinar especificidade de tecido e intensidade de expressao, foram utilizados os
dados de RNA-seq disponiveis no banco de dados GENEVESTIGATOR (Hruz et al.,

2008 - https://genevestigator.com/gv/). A ferramenta utilizada para esta analise foi a

Hierarchical clustering, utilizando os coeficientes de Pearson para normalizagcéo e
clusterizagdo dos dados. Como resultado sao obtidos mapas de calor que representam
a intensidade potencial de expressdo dos genes em tecidos e estagios de

desenvolvimento especificos.


https://genevestigator.com/gv/
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Fontes de dados e recuperagao de sequéncias

Até hoje, apenas seis genes da familia LAZY foram caracterizados na planta modelo A.
thaliana. Estas sequéncias foram utilizadas como queries para realizar a busca por
BLAST nas outras 62 espécies (6 algas e 56 plantas terrestres) com genoma e
proteoma depositados no banco de dados Phytozome. Para cada uma das sequéncias
da familia, foi realizada uma busca independente, portanto alguns genes recuperados
para uma das queries (iscas) também foram obtidos utilizando outra sequéncia. Dessa
forma, foram recuperadas sequéncias potenciais homodlogas a LAZY em 52 das 62
espécies avaliadas, sendo 94 para LAZY1, 104 para LAZY2, 112 para LAZY3, 100 para
LAZY4, 44 para LAZY5 e 21 para LAZY6. Removendo aquelas sequéncias que foram
redundantes nas buscas (retornaram como resultado em mais de uma busca com iscas
diferentes), foram totalizadas 282 sequéncias.

A distribuicdo dos genes candidatos entre as espécies esta apresentada na Tabela 1.
As espécies que apresentaram um maior numero de possiveis homoélogos foram
Brassica oleracea capitata (11 genes), Brassica rapa (11 genes) e Glycine max (13
genes), as trés sendo plantas polipléides. As espécies que nao apresentaram nenhum
homdlogo foram as algas (Micromonas pusilla, Chlamydomonas reinhardtii, Coccomyxa
subellipsoidea, Dunaliella salina, Micromonas sp, Volvox carteri), além da hepatica
Marchantia polymorpha, a licéfita Selaginella moellendorffii € os musgos Physcomitrella
patens e Sphagnum fallax.

Além das espécies citadas acima que ndo apresentaram nenhum homdlogo, para
LAZY1, Zostera marina também nao apresentou. Para LAZY2 e LAZY3, Spirodela
polyrhiza. Para LAZY4, Brachypodium stacei e Spirodela polyrhiza. LAZY5 né&o
apresentou homoélogos em 1 das 8 plantas da familia Brassicaceae (Brassica oleracea
capitata), em nenhuma das 10 Poaceas, em Amborella trichopoda, em Amaranthus
hypochondriacus, nas Crassulaceas, em Musa acuminata e em Spirodela polyrhiza. Ja

a LAZYG6, esta presente somente nas Brassicaceas, na Malvacea Gossypium raimondii,
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nas Fabaceas Glycine max, Trifolium pratense e Medicago truncatula, nas
Crassulaceas, em Manihot esculenta, em Solanum tuberosum e em Vitis vinifera.
Todos os potenciais homélogos recuperados para LAZYS foram exclusivos, assim como

0s genes recuperados para LAZY6 em Brassicaceas.
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Tabela 1. Dados taxonémicos, nimero de genes homologos a LAZY por espécie e distribuigdo por
clados de acordo com a filogenia.

Clado
Familia Espécie Acrdnimo N°® de genes | lla lik
Chlamydemonadaceae Chlamydomonas reinhardtii Cre 0 o 0 1]
Dunaliellaceae Dunaliella salina Dsa 1] o o o
Volvocaceae Volvox carfeni \ea 0 0 4] 0
Coccomyxaceae Coccomyxa subellipsoidea Csu 0 0 0 0
Mamiellaceae Micromonas pusilla Mpu 1] o 4] 0
Mamiellaceae Micromonas sp. Msp 0 0 1] 4]
Bathycoccaceae Ostreococcus lucimarinus Olu 0 1] 0 0
Marchantiaceae Marchantia polymorpha Mpo 1] o lu] a0
Funariaceae Physcomitreflla patens Ppa 0 0 0 1]
Sphagnaceae Sphagnum fallax Sfa 0 0 0 4]
Selaginellaceas Selaginelia moelendorffii Smo 1] 0 1] 0
Musaceas Musa acuminata Mac 4 0 3 1
Bromeliaceae Ananas comosus Acom 4 1 2 1
Araceae Spirodela polyrhiza Spo 1 o 0 1
Zosteraceae Zostera marina Zmar 2 0 2 0
Amborellaceae Amborella trichopoda Alr 2 0 1 1
Poaceae Brachypodium distachyon Bdi 4 i) 3 1
Poaceae Brachypodium stacei Bsta 4 0 3 1
Poaceae Oryza safiva Osa 3 0 2 1
Poaceae OCropetium thomaeum Oth 2 0 1 1
Poaceas Panicum hallii Pha 4 0 3 1
Poaceae Panicum virgatum Pvi T o 6 1
Poaceae Setaria italica Sit 3 1] 2 1
Poaceae Setaria viridis Svi 3 1] 2 1
Poaceas Sorghum bicolor Shi 4 i) 3 1
Poaceae Zea mays Zma 4 a 3 1
Amaranthaceae Amaranthus hypochondriacus Ahy 4 0 2 2
Phrymaceas Mimulus guttatus Mgu 5 1 3 1
Crassulaceas Kalanchoe fedischenkoi Kfe 3 0 2 1
Crassulaceae Kalanchos laxifiora Kla 8 o 4 4
Linaceae Linum usitatissimurm Lus 9 2 ] 1
Euphorbiaceae Manihot esculenta Mes 8 1 3 4
Euphorbiaceae Ricinus communis Rco 5 1 2 2
Salicaceae Populus trichocarpa Pir 7 1 3 3
Salicaceae Salix purpurea Spu 7 1 3 3
Rutaceae Citrus sinensis Csi 5 1 2 2
Rutaceae Citrus clementina Cel 8 4 2 2
Caricaceae Carica papaya Cpa 3 1 1 1
Ranunculaceae Aguilegia coerulea Aco 3 1 1 1
Apiaceas Daucus carola Deca 6 1 2 3
Solanaceae Solanum lycopersicum Sly 6 2 3 1
Solanaceae Solanum tuberosum Stu 5 1 1 2
Myrtaceas Eucalyptus grandis Egr ] 1 2 3
Vitaceae Vitis vinifera Wi 4 1 1 2
Malvaceae Gossypium raimondii Gra 9 2 3 4
Malvaceas Theobroma cacao Tea 5 1 2 2
Brassicaceae Arabidopsis halleri Aha 6 1 3 2
Brassicaceae Arabidopsis lyrata Aly ] 1 3 2
Brassicaceae Arabidopsis thaliana Ath -] 1 3 2
Brassicaceae Boechera stricta Bst ] 1 3 2
Brassicaceae Arassica oleracea capitata Bol 11 0 7 4
Brassicaceae Brassica rapa Bra 11 1 6 4
Brassicaceae Capsella grandiflora Cgr 6 1 3 2
Brassicaceae Capsella rubella Cru ] 1 3 2
Brassicaceae Eulrema salsugineum Esa 6 1 3 2
Cucurbitaceae Cucumis sativus Csa 4 1 1 2
Rosaceae Fragaria vesca Fve 4 1 2 1
Rosaceae Prunus persica Ppe 5 1 2 2
Rosaceae Malus domestica Mdo 7 1 2 4
Fabaceae Medicago truncatula Mitr 6 2 1 3
Fabaceae Phaseolus vulgans Pvu 7 1 3 3
Fabaceae Glycine max Gma 13 3 4 6
Fabaceae Trifolium pralense Tor 5 1 1 3
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5.2 Alinhamento e analises Filogenéticas

Para uma melhor compreenséo da historia evolutiva desta familia génica, foi construida
uma arvore filogenética utilizando as sequéncias proteicas dos genes homologos
recuperados.

O primeiro passo para a reconstrugdo de uma filogenia é fazer um alinhamento multiplo
global com todas as sequéncias. Apés uma primeira tentativa, foi percebido que as
sequéncias eram muito longas e possuiam blocos de aminoacidos muito variaveis. Para
lidar com esta situagdo, foi utilizado o software GBlocks (Castresana, 2000 -

http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks.html) para fazer uma anadlise da

ambiguidade e escolha dos blocos a serem removidos. Apos a remogao dos blocos
indicados pelo GBlocks, foi realizada a analise filogenética.

A anadlise filogenética foi realizada utilizando dois conjuntos de dados: um deles
utilizando todas as sequéncias recuperadas com as seis sequéncias de arabidopsis
como iscas e o outro excluindo as sequéncias LAZY5 e suas homoélogas. O segundo
conjunto de dados foi utilizado porque foi percebido que o gene LAZYS5 era
significativamente diferente dos demais genes caracterizados, até mesmo apds a
remocao dos blocos mais variaveis. Dessa forma, sua presenca na analise estava
afetando esta etapa e prejudicando o score do alinhamento com as demais sequéncias.
Para obter melhor resolucao na filogenia e utilizar maior fragmento do gene na analise,
foi optada pela remogao do LAZY5 e seus homodlogos exclusivos (aqueles que haviam
sido recuperados utilizando apenas este gene como query).

Apds a mineragao dos dados, o resultado do alinhamento foi utilizado como entrada no
programa BEAST (métodos bayesianos) para constru¢do de arvores filogenéticas.
Estas ultimas foram analisadas pelo programa TreeAnnotator para calculo da arvore
consenso e, assim, foi obtida uma arvore de boa resolugdo que apresenta dois
principais clados. As figuras 1 e 2 foram construidas utilizando o FigTree e indicam as
arvores consenso para o alinhamento com e sem LAZYS, respectivamente.

A primeira observagdo que se pode fazer € que existiram dois grandes eventos

evolutivos: o primeiro, que originou a separagédo do grupo no qual o gene LAZYS esta


http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks.html

21

inserido, formando o Clado I; e o segundo, que originou a separagdo do grupo que
abrange os genes LAZY2, LAZY3 e LAZY4 daquele que abrange LAZY1 e LAZYG,
formando os sub-clados lla e llb, respectivamente.

E interessante observar que o clado | é composto majoritariamente por espécies
eudicotiledbneas, tendo apenas um representante da classe monocotiledénea (Ananas
comosus).

O clado lla é o grupo mais heterogéneo, pois tanto as monocotiledéneas quanto as
eudicotiledbneas apresentaram diversidade de representantes, sendo entre um e seis
em mono (média de 2,5 genes) e entre um e sete em eudicotiledéneas (média de 3
genes). LAZY2 e LAZY3 sdo mais proximas entre si quando comparadas a LAZY4, que
foi significativamente alocada em um grupo formado apenas por espécies da familia
Brassicaceae (Aly, Bra, Bol, Aha, Esa, Bst, Cru e Cqgr).

Analisando o clado llb, é possivel perceber que todas as espécies de monocotiledéneas
apresentam apenas um representante deste grupo, com excegédo de Zostera marina
que nao apresenta nenhum. Ja as eudicotiledéneas apresentam entre 1 e 6 genes
agrupados neste grupo, sendo a média e a mediana iguais a 2 genes. Além disto,
LAZY6 e os seus homologos em Bst, Esa, Aly, Cru, Cgr, Bra e Bol, foram
significativamente separados das demais 92 sequéncias de Ilb, formando um grupo
exclusivo da familia Brassicaceae. Estes sdo indicativos de que, além do evento que
originou o gene ancestral ao clado llb, ocorreram duplicagdes mais recentes que a
divisdo das classes mono e eudicotiledéneas. Os grupos formados exclusivamente por
espécies de Brassicaceae comentados acima (tanto em lla como em llIb) sugerem que
ocorreram eventos de duplicagdo ainda mais recentes dentro desta familia.

Este padrdao de agrupamento por familias também pode ser observado para as
espécies de Fabaceae (Mtr, Pvu, Gma e Tpr) e de Poaceae (Bdi, Bsta, Osa, Oth, Pha,
Pvi, Sit, Svi, Sbi e Zma).
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Figura 1. Arvore filogenética da familia LAZY, utilizando as 282 sequéncias homélogas a LAZY em 52
espécies de plantas. Apenas probabilidades posteriores superiores a 0,5 estdo presentes e aquelas
maiores a 0,8 estao representadas com as linhas grossas. Trés principais grupos foram formados e estédo

indicados por cores diferentes, sendo o clado | em verde, lla em azul e Ilb em vermelho.
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Figura 2. Arvore filogenética utilizando os genes pertencentes ao Clado Il da Figura 1. Apenas
probabilidades posteriores superiores a 0,5 estdo presentes e aquelas maiores a 0,8 estdo representadas
com as linhas grossas. Seus subgrupos estéo representados por cores diferentes, sendo o lla em azul e

Ilb em vermelho.
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5.3 Analise comparativa de organizagao e estrutura génica

Para tentar compreender melhor os eventos evolutivos que ocorreram nesta familia
génica, foi analisada a quantidade de éxons e introns presentes nos genes homologos
identificados por BLAST. Estes dados foram obtidos a partir das informagdes sobre as
sequéncias no proprio banco de dados do Phytozome. Foram encontradas sequéncias
cujas quantidades de introns variam de O (em Amborella trichopoda e Spirodela
polyrhiza), a 8 (em Fragaria vesca), sendo a mediana (valor encontrado em maior
numero de vezes) igual a 4 (143 sequéncias). A Tabela S1 apresenta um resumo
destas caracteristicas.

A Figura 3 mostra a organizagao génica realizada no programa GSDS (Gene Structure
Display Server), para algumas espécies de plantas selecionadas como representativas
(Arabidopsis thaliana, Eucalyptus grandis, Medicago truncatula, Oryza sativa, Zea mays
e Setaria italica). Como podemos observar, a estrutura dos genes nestes organismos
nao teve muitas variagdes, com 22 sequéncias apresentando 3 introns, 4 sequéncias
com 2 introns (em Egr, Ath e Mtr), 1 sequéncia com 4 introns (Mtr) e 1 sequéncia com
apenas 1 intron (Egr).

A divisdo dos clados nesta analise foi coerente com aqueles gerados pela filogenia,
sendo o | (inferior) aquele que engloba o gene LAZYS; o lla (superior), 0s genes
LAZY2-4; e o lIb (meio), os genes LAZY1 e 6. O clado lla foi aquele que manteve-se
mais homogéneo em relagcdo a organizagao estrutural, ja que todos os genes
englobados possuem 3 introns; e o clado | foi o mais heterogéneo, ja que, de seus 4

genes, dois possuem 2 introns, um 3 introns e um 4 introns.
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Figura 3: Organizagdo estrutural dos genes LAZY de Arabidopsis thaliana e os homdlogos a familia
em Eucalyptus grandis, Oryza sativa, Zea mays, Medicago truncatula e Setaria italica obtido a partir de
suas sequéncias e da arvore filogenética (construida previamente pelo MEGA X) utilizando o software

GSDS.

5.4 Analise de motivos e dominios proteicos

Seguindo a avaliagao da estrutura dos genes homologos, foram realizadas analises que

avaliaram as seguintes propriedades: tamanho da proteina, distribuigdo dos residuos,

presenca de motivos conservados e de dominios transmembrana putativos. De maneira

geral, o tamanho das proteinas variou de 164 a 564, com a média mantendo-se em 289

aminoacidos.

Para verificar a representatividade dos residuos, foi gerado um gréfico, a partir do

alinhamento das sequéncias proteicas de todos os genes homodlogos as LAZY

recuperados, que mostra a distribuicdo deles em cada posi¢ao da sequéncia (Figura 4).
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Figura 4: Representatividade de residuos por posicdo das sequéncias proteicas codificadas pelos
genes homologos as LAZY, gerado com o programa WebLogo.

Para verificar a presenca de dominios transmembrana putativos, e assim ter uma nog¢ao
da posicao intracelular das proteinas LAZY, foram realizadas duas analises. A primeira
delas, feita com o programa Protter, revelou que nenhuma das proteinas apresentou
dominios transmembrana. A segunda, utilizando o programa TMHMM, ratificou estes
dados, indicando que nao houve presenca de hélices transmembrana.

Para refinar a busca por motivos proteicos, além das informacdes estruturais obtidas a
partir do banco de dados, foi utilizado o software MEME. Foi feita uma varredura por
todas as sequéncias CDS dos genes da familia LAZY e homologos (totalizando 282),
buscando por qualquer numero de repetigdes por sequéncia. Foram encontrados 3
motivos, que tiveram entre 131 e 248 repeticdbes e apresentaram uma diferenca
estatistica significativa (E-value <= 2.6e-718). Em seguida, estes motivos foram
submetidos ao programa Tomtom e GOMo para serem comparados a motivos
publicados e identificar possiveis fungdes, respectivamente. Nenhum deles apresentou
associagao significativa a um termo GO (de Gene Ontology), nem a qualquer motivo ja
caracterizado no banco de dados do MEME. Os principais resultados podem ser

acessados na Tabela S2 em anexo.
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Figura 5. Motivos proteicos identificados nas sequéncias de LAZY e seus homodlogos utilizando o
MEME. a) Motivo 1, com E-value 3.1e-1011, 248 repeticbes e 50 residuos de comprimento; b) motivo 2,
com E-value 8.1e-817, 221 repeti¢des e 50 residuos de comprimento; c) motivo 3, com E-value 2.6e-718,
131 repeticoes e 50 residuos de comprimento.

5.5 Analise de expressao génica in silico

Usando dados publicos de RNA-seq disponiveis no GENEVESTIGATOR, foram feitas
analises de expressdo com o objetivo de avaliar padrbes de expressdo em tecidos e
estagios de desenvolvimento, buscando identificar potenciais fungdes para cada um
dos genes LAZY. Foram encontradas amostras para todas as seis sequéncias em A.
thaliana (AT1G19115, AT3G24750, AT1G72490, AT1G17400, AT3G27025,
AT5G14090). Em O. sativa, todas as trés sequéncias identificadas por BLAST
(LOC_0s09g26840, LOC_0s11g29840, LOC_0s07g42290) tiveram amostras, assim
como dez das treze em G. max (Glyma_02G097100, Glyma_10G298100,
Glyma_20G249200, Glyma_18G284400, Glyma_16G054300, Glyma_09G071100,
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Glyma_19G094600, Glyma_19G263200, Glyma_03G264200, Glyma_16G009400) e
todas as quatro em Z mays (Zm00001d020620/GRMZM2G135019 TO1,
Zm00001d049174/GRMZM2G308735_T01, Zm00001d047263/GRMZM2G326788_TO01,
Zm00001d022133/GRMZM2G700200_TO01). Foram analisadas 25 partes anatdbmicas e
9 estagios de desenvolvimento em A. thaliana; 23 partes anatdbmicas e 7 estagios de
desenvolvimento em G. max; 13 partes anatdmicas e 9 estagios de desenvolvimento
em O. sativa e 70 partes anatémicas e 7 estagios de desenvolvimento em Z. mays. Os
dados resumidos encontram-se na Tabela 2 e os resultados das analises encontram-se
nas figuras suplementares 1 a 4.

As analises mostraram que nem todas as LAZY em A. thaliana tém o mesmo padrao de
expressao nas diferentes partes anatbmicas e que os genes agrupados em um mesmo
clado na filogenia tiveram padroes semelhantes. Os genes LAZY1 e LAZY6
apresentaram uma intensidade de expressao maior nas partes anatémicas relacionadas
a inflorescéncia e desenvolvimento do hipocoétilo, enquanto os genes LAZY2, LAZY3,
LAZY4 e o proprio LAZYS apresentaram maior intensidade nos tecidos de raiz. Os
padrées de expressao nos estagios de desenvolvimento condizem com estes
resultados, mostrando que os genes LAZY1 e LAZY6 apresentam uma intensidade, e
por conseguinte, expressdo mais constitutiva. Os demais genes apresentam
intensidade média nos estagios de germinagdo e plantula e baixa ou zerada nos
estagios seguintes.

As analises em G. max, O. stiva e Z. mays ratificaram também os agrupamentos
verificados em A. thaliana, visto que os genes homdlogos a LAZY1 e 6 apresentaram
maior intensidade nos tecidos relacionados a inflorescéncia e de forma constitutiva ao
longo dos estagios de desenvolvimento e os homodlogos a LAZY2, 3 e 4 com maior
intensidade nos tecidos relacionados ao desenvolvimento de raizes e nos estagios de
germinacao e plantula. A excecdo disto esta o gene Glyma.19G094600 de G. max, que
foi classificado no clado I, junto as LAZY1 e 6 na filogenia, mas que nesta analise foi

agrupado junto aos genes homologos do clado |, apresentando maior intensidade de
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expresséo nos tecidos de desenvolvimento da radicula, hipocétilo e caule e no estagio

de germinacgao.

Estes resultados sao condizentes com as conclusdes de Yoshihara e Spalding nos seus
estudos com mutantes LAZY em Arabidopsis em 2017, quando inseriram o gene
repérter GUS (B-glucuronidase) em uma regidao controlada por promotores dos genes
LAZY para analisar os padrdes normais de expressao. Tanto em plantulas crescidas na
luz ou no escuro, os padrées foram similares, tendo os genes LAZY2-5 mais expressos
nos cotilédones, hipocdtilo e raiz e os genes LAZY1 e LAZY6 mais expressos na parte
aérea das plantulas, principalmente no meristema apical e petiola.

Relacionando as analises filogenéticas, os resultados ratificam as hipéteses de eventos
evolutivos levantadas, visto que os genes se mantiveram agrupados conforme os
clados identificados. Dado que os genes LAZYZ2-4 (clado lla) estdo mais proximos ao
gene LAZY5 (clado ), apresentando padrbdes de expressdao em tecidos e em etapas do
desenvolvimento semelhantes, enquanto os genes LAZY1 e LAZY6 (clado llIb)
divergiram, também é possivel especular que houve pressao evolutiva, e assim uma
selecao positiva, que acarretaram em mudancas funcionais nas proteinas codificadas

por estes genes.
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Tabela 2. Dados de expressdo dos genes LAZY em A. thaliana, O. sativa, G. max e Z. mays.

Informacgdes obtidas a partir da analise de amostras de RNA-seq destas esp

de dados GENEVESTIGATOR.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Levando em consideracdo todas as analises realizadas e observagdes levantadas
neste trabalho, € possivel concluir que os genes LAZY tém relagdo direta com os
grandes eventos evolutivos que estdo relacionados a mudangas na arquitetura das
plantas terrestres. Algas e outras plantas mais antigas na histéria evolutiva nao
possuem estes genes, visto que as fungcbes que eles desempenham ndo eram
necessarios para estas espécies. Conforme surgiram estas necessidades, os genes
LAZY surgiram, se duplicaram e se diversificaram, estando presentes em todas as
espécies de angiospermas disponiveis no banco de dados utilizado.

Como perspectiva futura para este trabalho, uma analise que pode agregar informacdes
ao entendimento da histéria evolutiva desta familia génica é a de pressao seletiva,
utilizando programas como o CODEML em PAML (v.4.9) (YANG, 2007) para computar
as taxas de substituicdo ndo sinbnimas para substituicbes sindbnimas (dN/dS ou w) e
calcular homogeneidade e selegdo positiva para cada sitio das sequéncias, verificando

o tipo de selegao agindo sobre estes genes (positiva, neutra ou purificadora).
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Figura S1. Intensidade e padrao de expressao génica em Arabidopsis thaliana, em (a) diferentes
tecidos e (b) diferentes estagios de desenvolvimento.

G ) Dataset: 25 anatomical parts from data selection: AT_mRNASeq_ARABI_GL-1
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Figura S2. Intensidade e padrao de expressao génica em Glycine max, em (a) diferentes tecidos e (b)
diferentes estagios de desenvolvimento.

a ) Dataset: 23 anatomical parts from data selection: GM_mRNASeq_SOYBEAN_GL-5 b ) Dataset: 7 developmental stages from data selection: GM_mRNASeq_SOYBEAN_GL-5
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Figura S3. Intensidade e padrao de expressao génica em Oryza sativa, em (a) diferentes tecidos e (b)
diferentes estagios de desenvolvimento.

Cl) Dataset: 13 anatomical parts from data selection: OS_mRNASeq_RICE_GL-1 b) Dataser: 9 developmental stages from data selection: 05_mRNASeq_RICE_GL-1
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Figura S4. Intensidade e padrao de expressado génica em Zea mays, em (a) diferentes tecidos e (b)
diferentes estagios de desenvolvimento.
) Dataset: 70 anatomical parts from data selection: ZM_mRNASeq MAZE GL-3

Showing 4 measureis) of 4 gena(s) on selection: ZM=1 b) Dataset: 7 developmental stages from data selection: IM_mRNASeq MAIFE GL-3
Showing 4 measure(s) of 4 geneds) on selection: ZM=1
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Tabela S1. Dados taxonomicos completos, com nimero de genes, numero de introns e comprimento
da sequéncia proteica por espécie dos homologos a LAZY recuperados por BLAST e distribuigao por
clados de acordo com a filogenia.

M* de Introns Comprimanto da proteina Clado

Classificag o Famila Espécie Aczanimo (intervalo; madia) (intervako, média) N*de genes ! lia e

Alga c _ Ci roirhardfi Cro - - - ’
Dunalisllaceas Dunalielia salns Dsa - . . s = -
Vohoracosa Volvar cartar Vea - - - - - -
Coccomycaceas Coccomyxa subellpsoidea Cau - - - - - -
Mamielsceas Micromonas pusdia Mpu - < = = < 2
Mamiclacean Micromonas sp. Map
Bath Ostre i Oy i = < = = =

Hepitica i et Mpa

Musgo Funariaceae FPhyscomitrella patens Fpa - - - * - =

falar Sfa - - - - -

Lictfita Sek i Sma > E i = .

Monocotiedanea Musacaaa Muza acuminats Mac 315 -368: 3406 4 - 3 1
Bromekacesa Ananas comosus Foom 226 - 328, 206,6 4 1 2 1
Aracesa Spiodela polyrhiza Spo o 254 1 - = 1
Zowtaracean Zostera marina Zmar 3-4;36 256 - 304; 2743 2 2
Amboreliaceas Amborella trichopods Mr 0-4:3 26T - 272, 26825 2 - 1 1
Foacoan Brachypodum distachyon Bdi 3-54 248 - 383, 209,3 4 . 3 1
Foaceas Brachypodum stacel Bata 4-54.8 248- 204, 305, 6 4 - 3 1
Poaceas Onyza satva Osa 206 - 476; 252 3 ~ ] 1
Poacean Cuopativm thora s o 1- 269 - 385,327 2 1 1
Poaceas Panicum halls Pha 3- 248 - 426: 378 4 - 3 1
Poacnan Paricurm vigatum 3 264 . 616,373 T [ 1
Foaceas Setana talca Sit 3-5:42 202 -411; 2857 3 - 2 1
Poacnan Sotria virids 4-543 245 - £11,3136 3 - 2 1
Poaceas Sorghum bicolor &hi 2-5:4 209 - 4192904 4 - 3 1
Poaceas Zeamays Zma 2-4;35 193 -413;304,2 4 - 3 1

Evdicotiedtnea Ameranbacess Amaranthus hypochendriscus By 1-4; 2,3 273 -378;326,6 a - z z
Phrnymacaas Mimulus guiaius Mou 1-4;22 253 - 328; 283 5 1 3 1
Crassuacean Kalanchoo fdischorkol Ko 4 262 - 378,320 2 2 1
Crassuaceas Kalanchoe laxifiors Ha 2-4,35 208 - 378, 277 & - 4 4
Linacean Linum usitatissimum Lus 2-3,25 163 - 387279 9 2 6 1
Eupherbiacess Manihot asculanta Mes 3-5:4 277 -391:330,2 & 1 a 4
Euphortiacans Aicnis commumis Reo 3.4:37 241 -364; 2812 5 1 2 2
Salicaceze Populss richocarpa Fir 2-4;34 266 - 390;317,2 T 1 3 a
Salkcaceas Salix pupurea Spu 3-4,38 285 - 379, 205,2 7 1 3 3
Rulacoas Citrus sinonsis Csi 2-4:3 197 - 373, 286,6 5 1 2 2
Rutacsas Citrus clemantina (] 2-4;33 167 - 380, 287 [ 4 2 2
Caricacnan Carica papaya opa 4 FT0-3E 30T 6 3 1 1 1
Ranunculac sae Agquiegia cosruea Ao 263 - 364, 303 3 1 1 1
Apiaceas Daucus carola Dca 173-IE2N 6 1 2 3
Solanaceas Solanum lyeoporsicum Sy 267 - 380 301 & 2 3 1
Solanaceas Solanum fuberosum Stu 218 - 382; 276 5 1 1 2
Myriaceaa Eucalypius grandis Egr 273 . 380,344 [ 1 2 3
Vitaceae Vitis vinfora Wt 235 - 475,389 4 1 1 2
Malvacasa Gossypiurn raimandii Gra 276 - 366,371 E 2 3 4
Malvacass Theabroma cacac Tea 269 - 513;351,3 5 1 2 2
Brassicaceas Arabidopsis haled #ha 176 -357,277,5 6 1 3 Z
Brassicacase Ambidopsis lyrata Hy 175 - 358, 271,6 & 1 3 z
EBrassicaceaa Arabidopsis hakana Ath 174 - 358, 262 6 1 2 2
EBrassicacane Boschera stricta Bat 173 - 346, 281,5 [ 1 3 2
Brassicacase Brassica olracea capitata EBol 175 - 378 283 1 - 7 4
Brassicacasa Bragsicn rapa Bra 173 - 346, 2745 1" 1 [ 4
Erassicacase Capsella grandifiora Co 1M - 357, 2826 & 1 3 2
Brassicacaaa Capsaila rubellz Cru 171-357, 2638 € 1 -} 2
Brassicacase Eurema salsugheun Esa 167 - 357, 264,3 & 4 ] ]
Cucurbitaceas Cucumis sativus Csa 270 -312;286,6 4 1 1 2
Rasaceas Fragara vesca Fue 178 - 468, 348,3 4 1 z 1
Rosaceae Frunus persica Fpe 268 - 487, 380,2 & 1 2 2z
Rasacaan Malss domastics Mda 260 - 403, 306,5 7 1 z 4
Fabaceas Medicage runcatula M 173 -342; 259 6 2 1 3
Fabacaas Phassolus vuigaris Pwu 261 - 380: 322 T 1 3 3
Fabacens Glyeina max Gma 168 - 362, 267 1 3 4 [
Fabacaas Trifolium pratense Tpe 263 - 373; 300 5 1 1 3

) ) ] EEd 103
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Tabela S2. Motivos proteicos identificados com o programa MEME, motivos caracterizados (Tomtom) e
termos de ontologia genética (GOMo) associados a eles.

Motive (MEME)

Termo de Ontologia Genética (GOMo)

Motive caracterizado associado {Tomtom)

Nome E-value Repetigdes (sitios) Comprimento (residuos) Nome E-value p-value
Motivo 1 3.1e-1011 248 50 N/A 22C2gata_tnt. GATA14_col_a_m1 (GATA14 5.28e+00 6.05e-03
GRF_int AtGRF6_col_a_m1 (AtGRF&) 4.87e+00 5.59e-03
Motivo 2 8.1e-817 221 50 N/A bHLH_tnt.bHLH80_colamp_a_m1 (bHLH80) 4.59e+00 5.26e-03
ABI3VP1_int ATEG25475 col_a_m1 (AT5G25475)  4.79e+00 5.50e-03
bHLH_tnt bHLH122_col100_a_m1 (bHLH122) 6.00e+00 6.88e-03
bHLH_totbHIHE0_col_a_m1 (bHLHS0) 6.60e+00 7.57e-03
bHLH_intbHLH122_colamp_a_m1 (bHLH122) 8.17e+00 9.36e-03
NAC_IntNST1_colamp_a_m1 (NS 8.96e+00 1.03e-02
bHLH_tntbHLH130_col a_m1 (bHLH130) 9.39e+00 1.08e-02
Motivo 3 2.6e-718 131 50 N/A HB_int.LMI1_col_a_m1 (LMI1) 8.27e-01 9.48e-04
MYBrelated_tnt. AT1G18960_col_a_m1 (AT1G18960) 8.65e-01 9.92e-04
C2C2gata tnt.GATA16 col_a_m1 (GATA16 8.68e-01 9.95e-04
HB_tnt.LMI1_colamp_a_m1 (LMI1) 1.03e+00 1.18e-03
Homeobox_tnt ATHB6_colamp_a_m1 (ATHB6E) 1.22e+00 1.40e-03
Homeobox_tntATHB13_colamp_a_m1 (ATHE13) 1.44e+00 1.65e-03
Homeobox_int.HATS colamp_a_m1 (HATS) 1.83e+00 2.09e-03
obox_tnt ATHBY col a_m1 (ATHBT 1.84e+00 2.11e-03
F_tnt. | 1 F 2.48e+00 2.84e-03
Homeobox_int ATHB20 colamp_a_m1 (ATHB20) 2.52e+00 2.89e-03
Homeobox_tnt.HATS col_a_m1 (HATS) 2.95e+00 3.38e-03
Homeobox_tnt ATHB20_col_a_m1 (ATHB20) 3.18e+00 3.65e-03
C2C2gata tnt.ZML2 col a_m1 (ZML2) 3.40e+00 3.90e-03
HB_Int.ATHBS col_a_m1 (ATHBS 4.29e+00 4.92e-03
C2H2_int AT4G26030 col_a_m1 (AT4G26030 5.53e+00 6.35e-03
C2C2gata_tnt. GATA15_col_b_m1 (GATA1S 7.20e+00 8.26e-03
Homeobox_tnt ATHB13_col_a_m1 (ATHB13) 8.13e+00 9.32e-03
NAC_Int.NAC2_colamp_a_m1 (NAC2) 8.50e+00 9.75e-03
MADS_tnt AGL13 _col_b_m1 (AGL13) 9.07e+00 1.04e-02




