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Resumo

O presente trabalho, pioneiro em abordar especificamente o tema aquaporinas em
transcriptomas de cana-de-acucar, permitiu detectar representantes das quatro
subfamilias de aquaporinas descritas em vegetais superiores (PIP, TIP, SIP e
NIP), apresentando 43 isoformas distintas, oriundas de quatro bibliotecas
SuperSAGE de raizes de gendtipos tolerantes e sensiveis a seca. As subfamilias
de aquaporinas com maiores niveis de transcritos em cana-de-acgucar foram PIP e
TIP. J& as subfamilias SIP e NIP, além de menos abundantes, foram também
menos responsivas ao estresse de supressdo de rega (24 h). Ao menos 10
potenciais alvos distintos de isoformas de aquaporinas e suas respectivas unitags
foram considerados promissores para estudos futuros, com potencial para
desenvolvimento de marcadores moleculares para uso no melhoramento
genético. Desses, quatro mostraram respostas exclusivas e diferencialmente
significativas e divergentes entre os bulks de genoétipos tolerantes e sensiveis
guando comparado nas condicdes de estresse e controle. Tomando por base a
expressdo dessas isoformas nos genotipos tolerantes, a maioria foi reprimida sob
estresse (SoPIP2-4, SoPIP2-6, OsPIP2-4), com excecao da SsPIP1-1 (induzida).
Foi também proposto um protocolo para validar a expressdo das unitags via
RTgPCR, bem como pares de primers (5) funcionais como genes de referéncia,
além de dois outros propostos para aquaporinas, tendo-se validado os dados de
SuperSAGE para os alvos SsPIP1-1 e SoPIP1-3/PIP1-4, com genotipos
pertencentes aos bulks tolerante ou sensivel ao estresse.

Palavras-chave: aquaporinas; cana-de-acucar; perfil transcricional, SuperSAGE;

RTQPCR.



Abstract

In the present work, a pioneer study was carried out, specifically addressing the
aquaporins in sugarcane trasncriptomes derived from SuperSAGE transcriptional
profiing of roots with tolerant and sensitive genotypes to 24 h irrigation
suppression, allowed detection of representatives from the four aquaporin
subfamilies described in higher plants (PIP, TIP, SIP and NIP) highlighting 43
distinct isoforms. The aquaporins subfamilies with higher transcription levels in
sugarcane were PIP and TIP. The SIP and NIP subfamilies besides being less
transcribed, were also less responsive to the irrigation suppression (24 h) stress.
At least 10 potential aquaporins distinct isoforms targets and their unitags were
considered promising for future studies, with potential to develop molecular
markers for use in breeding. Four of these showed unique responses and were
differentially significant and divergent among the tolerant and sensitive genotypes
bulks when compared under stress and non-stressed control conditions. Based on
these isoforms expression in tolerant genotypes, the majority was repressed under
stress (SoPIP2-4, SoPIP2-6, OsPIP2-4), except for the overexpressed SsPIP1-1.
It was also proposed a protocol to validate the unitags expressions via RTqQPCR as
well as primer pairs (5) functioning as reference genes, in addition to two other
proposed aquaporins, having been validated data for targets SuperSAGE SsPIP1-
1 and SoPIP1-3/PIP1-4 with genotypes from bulks tolerant or sensitive to stress.

Key words: aquaporins; sugarcane; transcriptional profile; SuperSAGE; RTqPCR.
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1. Introducéo

A cana-de-agUcar (Saccharum spp.) € uma importante graminea de
propagacgao vegetativa pertencente ao género Saccharum, tribo Andropogoneae e
familia Poaceae. A grande importancia econémica dessa cultura € devida as suas
multiplas utilidades: sendo empregada in natura, como racdo animal; ou como
matéria-prima para a fabricacdo de rapadura, melado, aguardente e,
principalmente, aclUcar e alcool. Seus residuos também sdo empregados na
agricultura e industria — o vinhoto é transformado em adubo, e o bagaco em
combustivel.

A deficiéncia hidrica € um dos estresses ambientais responsaveis por
maiores danos a producdo da cana-de-acucar. A questdo é ainda mais grave na
regido Nordeste do Brasil, que possui baixa precipitacdo e alto déficit hidrico.
Portanto, o desenvolvimento de gendétipos de Saccharum spp. tolerantes a seca
esta estritamente relacionado a sustentabilidade e a viabilidade econémica da
cultura.

Apesar dos avangos do melhoramento convencional, informacdes
genéticas e moleculares sobre os mecanismos de tolerAncia a seca e sua
heranca sdo ainda limitadas e a integracdo de ferramentas biotecnol6gicas aos
programas de melhoramento é fundamental para suprir essas limitacdes. Com o
avanco dos estudos de expressao génica em larga escala (ex.: microarranjo de
cDNA) varios genes tém sido identificados e constituem alvos potenciais para
engenharia genética. Entre eles estdo proteinas com provavel funcdo na
tolerancia a estresse, como as enzimas requeridas para biossintese de osmalitos,

chaperonas, proteinas LEA (Late-Embryogenesis-Abundant), proteinas de ligagédo

1



a mRNA, transportadores de prolina e acglcares, enzimas de detoxificacdo e
proteases. Também ha reguladores de transducao de sinais e expressao génica,
como proteinas quinases, fatores transcricionais e enzimas do metabolismo de
fosfolipideos.

A complexidade das respostas das plantas ao estresse hidrico sugere que
um grande nimero de genes participa das vias de resposta ao estresse, criando a
necessidade de tecnologias cada vez mais aprimoradas. Desde que milhares de
tags de 26 pares de bases (pb) sdo sequenciados em um mesmo experimento
SuperSAGE (Super Serial Analysis of Gene Expression), um compreensivo
padrdo do transcriptoma € gerado. Essa tecnologia possibilita analises qualitativas
e quantitativas do transcriptoma de um ou mais genomas de eucariotos, a partir
da mudanca da frequéncia de, teoricamente, todo mMRNA possuidor de cauda poli-
A.

As aquaporinas ou Major Intrisic Protein (MIPs) sdo canais de agua das
membranas celulares que desempenham papel crucial no controle do contetdo
hidrico nas células e nos tecidos. Essas proteinas de membrana atuam como
componentes centrais nas relagdes hidricas das plantas, pois facilitam a osmose
por formar poros altamente especificos para o transporte bidirecional de agua.
Além das relagfes hidricas, estas proteinas também estdo envolvidas em muitos
outros processos importantes no metabolismo vegetal, incluindo: aquisicdo de
nutrientes, fixacdo de carbono, sinalizacdo celular e respostas aos diversos
estresses. As MIPs também tém a capacidade de transportar pequenas moléculas
como glicerol, ureia, CO,, amobnia, boro, H,O, e até mesmo arsénio. As
aguaporinas das plantas superiores estdo filogeneticamente subdivididas em

quatro principais subfamilias, PIP (Plasma membrane intrinsic proteins), TIP



(Tonoplast intrisic proteins), SIP (Small basic intrinsic proteins) e NIP (Nodulin26-
like intrinsic proteins). A extensa presenca desses canais nos organismos Vivos,
incluindo humanos, plantas, bactérias, arqueabactérias, insetos e fungos, é
explicada pela funcgéo vital da regulagédo do conteudo hidrico celular.

O presente trabalho pretende contribuir para um maior entendimento dos
processos envolvidos na resposta da cana-de-aglcar a seca através da analise
do perfil de transcricdo do seu genoma em resposta ao déficit hidrico, visando a
identificacdo de potenciais aquaporinas diferencialmente expressas em genétipos
contrastantes, para fins de desenvolvimento de marcadores moleculares

funcionais.



2. Revisao da Literatura

2.1 A cultura cana-de-agucar: taxonomia, utilizacéo e producéo.

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) € uma importante graminea C4, de
propagacao vegetativa, com relevante habilidade de acumular elevados niveis de
sacarose nos colmos (Welbaum and Meinzer, 1990, Rae et al., 2005, Dillon et al.,
2007). Pertencente ao género Saccharum, da tribo Andropogoneae e da familia
Poaceae (um dos principais taxons, sob o ponto de vista econémico, do reino
vegetal). O complexo Saccharum spp. tem sua provavel origem na Asia Oriental
apesar de outras pesquisas histéricas apontarem as ilhas do oceano Pacifico no
Sudeste Asiatico como o seu bergo (Vertuan, 2003, Dillon et al., 2007, Souza e
Lorenzi, 2008).

A cana-de-acucar apresenta um dos genomas mais complexos do reino
vegetal, com um nuamero diploide que varia de 100 a 130 cromossomos, indicando
uma alta taxa de poliploidia e aneuploidia, que pode ser explicada pelos
cruzamentos interespecificos entre Saccharum officinarum, S. barbieri, S. sinense
e as espécies selvagens S. spontaneum e S. robustum (D'Hont et al.,1996, Grivet
e Arruda, 2002).

Essa cultura apresenta multiplas utilidades, sendo empregada in natura,
como racdo animal, ou como matéria-prima para a fabricacdo de rapadura,
melado, aguardente, agucar e alcool. Seus residuos também sdo empregados na
agricultura e industria — o vinhoto é transformado em adubo e o bagaco em
combustivel (Caputo et al., 2008).

A produgdo dos vinte maiores produtores mundiais de cana-de-agUcar



gerou no ano de 2011, aproximadamente, 1,7 bilhBes de toneladas de matéria
prima, resultando em um faturamento bruto de cerca de 52,5 bilhdes de dolares
(FAO, 2011). O Brasil, maior produtor mundial, processou cerca de 610 milhdes
de toneladas na safra 2009/2010, resultando em um faturamento bruto de
aproximadamente US$ 28 bilhdes, sendo que das 34 milhdes de toneladas de
acucar produzidas 61% foram destinadas a exportacdo, situacdo inversa a do
etanol que reservou apenas 7 %, dos 27 bilhdes de litros, para a exportagao. No
Brasil essa cultura gera aproximadamente 4,5 milhdes de empregos diretos e
indiretos ocupando cerca de 7,8 milhdes de hectares, representando apenas 3,5%
da area agricultadvel (JORNAL CANA, 2011).

Estimou-se uma expansao de 621.505,5 hectares para a safra 2011/12 que
representaria um incremento de quase 32 milhdes de toneladas de cana-de-
acucar para o setor sucroenergético. Porém, apesar do crescimento em area
cultivada, a lavoura de cana-de-aclcar apresentou nessa safra um
desenvolvimento aquém do ideal e 8,3% inferior ao da safra anterior, 0 que
resultou em uma produtividade menor que a estimada inicialmente pelos
produtores. O clima foi o principal agente da queda na produtividade,
consequéncia das chuvas escassas de abril até o més de outubro de 2011 em
toda regido Sudeste e Centro-Oeste (as duas regides mais produtoras do pais),
que também afetaram o final da colheita de 2012 da regido Nordeste, reduzindo a
brotacdo e o desenvolvimento da cultura, tanto nas areas antigas como nas areas

de renovacao e expansdo (CONAB, 2012).



2.2. Melhoramento da cana-de-agucar

Devido a sua atuagdo na economia mundial, a cana-de-agUcar esta
constantemente inserida em programas de melhoramento que visam a introducao
de caracteristicas de interesse agrondmico, como resisténcia a pragas e
patogenos, tolerancia a herbicidas (Cidade et al., 2006), incluindo também
aumento no teor de sacarose, adaptabilidade a colheita mecanizada e alta
probabilidade de adaptacéo a regides nas quais o cultivo esteja em expansao
(UNICA, 2012).

Os programas de melhoramento genético de cana-de-aglcar sao
desenvolvidos em diferentes paises, por instituicbes publicas e privadas, ou em
cooperativas formadas por produtores. Atualmente existem no Brasil quatro
grandes programas de melhoramento genético de cana-de-acucar: (I) Rede
Interuniversitéria para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA,
sigla RB), constituida de um convénio entre nove universidades federais (UFPR,
UFSCar, UFV, UFRRJ, UFS, UFAL, UFRPE, UFG e UFMT), trata-se do maior
programa de melhoramento da cana-de-agucar brasileiro, sendo responsavel por
58% das variedades cultivadas no pais (RIDESA, 2012); (ll) Centro de Tecnologia
Canavieira (CTC), fundado em 1969, em uma iniciativa de um grupo de usinas da
regido de Piracicaba, SP, com o objetivo de investir no desenvolvimento de
variedades mais produtivas e agregar qualidade a producdo de acucar e alcool.
Reestruturado em 2004, com o objetivo de se tornar o principal centro mundial de
desenvolvimento e integracdo de tecnologias da industria sucroenergética,
tornando-se capaz de dobrar a taxa de inovacdo do setor. Novas variedades

desenvolvidas pelo CTC possibilitaram a expansdo dos canaviais brasileiros por



novos trés milhdes de hectares (CTC, 2012); (lll) Instituto Agrondmico de
Campinas (IAC), precursor da pesquisa agricola no Brasil, iniciou suas atividades
em 1892, com Franz W. Dafert, cientista austriaco que desenvolveu o primeiro
estudo envolvendo 42 variedades de canas nobres (Saccharum officinarum) em
duas condi¢des de cultivo. Nas décadas de 40 e 50, foram avaliados os primeiros
gendtipos desenvolvidos em Campos e Piracicaba, que resultaram nas primeiras
variedades criadas no Brasil. Hoje o Centro conta com pesquisadores atuando
nas diversas areas do melhoramento genético, como a biotecnologia e areas
fitotécnicas (IAC, 2012) e (IV) CanaVialis (CV), empresa privada fundada em 2003
por meio de uma parceria entre a Votorantim Novos Negocios e um grupo de
cientistas com mais de 30 anos de experiéncia no desenvolvimento de variedades
da cana-de-acucar. A CV tem contratos com 46 usinas de cana-de-acgUcar, cuja
area de producdo soma 1,1 milhdo de hectares, ou aproximadamente 15% do
mercado. ApOs sua venda, em 2008 para a multinacional norte-americana de
biotecnologia Monsanto, a CV continuou mantendo o cronograma de pesquisa,
lancando, até o momento, trés novas variedades no mercado (INOVA UNICAMP,
2012, CanaVialis, 2012).

O melhoramento genético da cana-de-agUcar demanda investimentos
dispendiosos, com resultados obtidos em longo prazo, sendo necessarios de 12 a
15 anos para o lancamento comercial de uma nova variedade (Landell et al.,
1999, Kimbeng e Cox, 2003). A complexidade genética e o baixo rendimento do
laborioso melhoramento genético convencional torna a cana-de-agcucar um bom
candidato para o melhoramento através da engenharia genética (Ingelbrecht,
Irvine e Mirkov, 1999). Portanto, a identificacdo de genes responsaveis por

caracteristicas de interesse agrondmico e posterior manipulagédo utilizando



técnicas de biologia molecular podem proporcionar a obtencdo de variedades
superiores, reduzindo significativamente as perdas na agricultura, fornecendo
maior produtividade, além de permitir a expansdo do cultivo em solos até entédo
nao utilizaveis (Nogueira, 2004).

Apesar do sucesso de producdo obtido em variedades de cana-de-agucar
advindas de programas de melhoramento genético convencional, o uso da
engenharia genética se mostra como uma excelente oportunidade de obtencédo de

uma agricultura mais eficiente e com resultados obtidos em curto prazo.

2.3. O déficit hidrico

Os estresses abioticos podem reduzir o potencial de producdo das plantas
cultivadas em até 70% e, dentre esses estresses, a seca é considerada como o
mais prejudicial (Gosal et al.,, 2009). A deficiéncia hidrica, devido a sua
capacidade de afetar simultaneamente um numero variado de caracteristicas
morfolégicas e funcionais nas plantas, acaba se tornando uma limitacdo
importante para a producdo agricola sustentavel em todo o mundo (Silva et al.,
2008).

A reducdo de conteudo hidrico celular em plantas provoca um complexo
conjunto de respostas moleculares, que partem da percepcdo do estresse —
culminando em cascatas de transducdo de sinas — e se manifestam como
alteracbes aos niveis celular, fisiolégico e morfologico (Bray, 1993). Essas
alteracdes incluem: fechamento dos estdbmatos, a repressdo do crescimento
celular e fotossintese, além da ativacdo da respiracdo celular. As plantas em

condi¢cdes de seca ainda respondem e se aclimatam acumulando osmolitos e



proteinas especificamente envolvidas na tolerancia ao estresse (Shinozaki e
Yamaguchi-Shinozaki, 2007).

Os genes expressos durante a seca podem ser classificados em dois
grupos funcionais, o primeiro grupo codifica proteinas que aumentam a tolerancia
da planta ao estresse. Codificando proteinas formadoras de canais de agua
(aquaporinas), transportadoras, proteinases e enzimas de detoxificacdo, todas
com funcdo protetora nas células. Esse grupo ainda contém as enzimas
requeridas na biossintese de osmolitos, como aminoacidos derivados, agucares e
muitas proteinas LEA (Late-Embryogenesis-Abundant). O segundo grupo inclui
varias proteinas que possuem uma via regulatéria, como fatores de transcri¢éo,
proteinas quinases, fosfatases, enzimas envolvidas no metabolismo de

fosfolipidios e na biossintese do ABA (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 2007).

2.4. Andlises globais da expressédo génica

O sequenciamento total de um genoma nao esclarece quais o0s
mecanismos moleculares complexos envolvidos na regulacdo da expressao
génica. Essa etapa, conhecida como gendmica estrutural, € apenas o inicio de um
processo que visa compreender a funcdo das estruturas ativas dos genomas. A
segunda etapa, gendmica funcional, consiste em utilizar as informagdes providas
pela genbmica estrutural para o desenvolvimento de abordagens metodoldgicas
aplicadas na caracterizacao das funcdes génicas (Hieter e Boguski, 1997).

Entre as tecnologias mais utilizadas para andlises de expressao génica,
destacam-se os métodos baseados em hibridacdo — por exemplo: complementary

DNA (cDNA) microarrays (Saha et al.,, 1995) — e, especialmente, os métodos



baseados em sequenciamento — Expressed Sequence Tag (EST) (Adams et al.,
1991), Serial Analysis of Gene Expression (SAGE) (Velculescu et al., 1995) e
suas versfes aprimoradas a Long Serial Analysis of Gene Expressionl
(LongSAGE) (Saha et al., 2002) e a Super Serial Analysis of Gene Expression
(SuperSAGE) (Matsumura et al., 2003) e mais recentemente RNA-seq (Mortazavi,
2008).

As técnicas baseadas em sequenciamento utilizam a frequéncia observada
de fragmentos dos transcritos expressos na amostra, obtidos a partir de clones de
cDNA, que devem ser sequenciados, agrupados, contados e identificados. A
abundéancia de fragmentos encontrados para um determinado gene pode fornecer
uma estimativa de sua atividade na amostra estudada, além de possibilitar a
descoberta de novos genes (Harbers e Carninci, 2005). Essas técnicas séo
consideradas técnicas de “plataforma aberta”, ou seja, permitem ter uma visao
geral de quais sdo o0s genes que estdo sendo expressos, sem a necessidade de
selecado prévia que existe nos métodos baseados em hibridacéo (Pinheiro, 2009).

A SuperSAGE tem se destacado, dentre as técnicas de transcriptdmicas
baseadas em sequenciamento, por sua eficiéncia em gerar perfis de alta definicdo
da transcricdo. Nesta metodologia, € sintetizado cDNA a partir de um primer /
adaptador dT. ApoOs a digestdo com a enzima, de corte frequente, Nlalll um
segundo adaptador é ligado ao final do cDNA clivado. Posteriormente, o0s
fragmentos com os adaptadores séo digeridos pela EcoP15I (enzima de restricdo
do tipo Il de corte a 26-27 pb da extremidade 3’ do local de reconhecimento), e
purificados via eletroforese de gel de poliacrilamida para posterior

seguenciamento (Matsumura et al., 2008) (Figura 1).
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- =

Tag SuperSAGE de 26-27pb

.

Sequenciamento das fags

Figura 1. Fluxograma da técnica SuperSAGE. Traduzido de Matsumura et al. (2008).

Essa tecnologia possibilita andlises qualitativas e quantitativas de padrées

de transcricdo de um ou mais genomas de eucariotos a partir da mudancga da
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frequéncia de, teoricamente, todo mRNA possuidor de cauda poliA (Matsumura et
al., 2004). O principio dessa metodologia é baseado no pressuposto de que cada
um de seus fragmentos (tag) contém informacdo suficiente para identificar
univocamente um gene, considerando que essa tag é obtida de um unico local do
transcrito. A principal modificagdo da SuperSAGE em relacdo a SAGE é o
tamanho do fragmento gerado, 14 pares de bases em SAGE e 26pb em
SuperSAGE (Velculescu et al., 1995; Matsumura et al., 2003). O aumento para 26
pb no tamanho da tag melhora drasticamente a eficiéncia da identificacdo dos
genes correspondentes as tags (Matsumura et al., 2008), proporcionando novas
aplicacbes a SuperSAGE, dentre as quais estdo a observacao simultanea de
perfis da expressdo génica de duas ou mais espécies que estdo interagindo
(como por exemplo as interacbes de parasita e hospedeiro descritas por
Matsumura et al., 2003), a utilizacdo dessas tags para producdo de RNA de
interferéncia iIRNA (Matsumura et al., 2004), o emprego de tags como primers
para 3’RACE PCR (Matsumura et al., 2003; 2004 e 2008) e para confeccdo de
chips microarray que podem ser utilizados, assim como a RT-PCR, para validacéo
do perfil gerado pela SuperSAGE (Matsumura et al., 2004; Matsumura et al.,
2008).

A técnica SuperSAGE vem sendo aplicada com sucesso em muitas
espécies vegetais, tais como, arroz (Matsumura et al., 2003), banana (Coemans
et al., 2005), grdo-de-bico (Molina et al., 2008), feijao-caupi (Kido et al., 2011) e

cana-de-agucar (Kido et al., 2012).
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2.5. Aquaporinas

As aquaporinas ou MIPs (Major Intrinsic Protein / principais proteinas
intrinsecas) sdo canais de agua das membranas celulares que desempenham
papel crucial no controle do conteudo hidrico celular e histologico (Fouquet et al.,
2008). Essas proteinas de membrana atuam como componentes centrais nas
relacdes hidricas das plantas, pois facilitam a osmose por formar poros para o
rapido transporte bidirecional de agua (Tyerman et al., 2002; Agre et al., 2002).
Além das relagfes hidricas, estas proteinas também estédo envolvidas em muitos
outros processos importantes no metabolismo vegetal, incluindo: aquisicdo de
nutrientes, crescimento celular, fixagdo de carbono, sinalizacdo celular e
respostas aos diversos estresses (Maurel, 2007, Besse et al., 2011).

As aquaporinas também transportam (além de &gua) pequenas moléculas
como glicerol (Gerbeau et al., 1999, Bienert et al., 2011), ureia (Liu et al., 2003),
CO; (Uehlein et al., 2003), aménia (Loqué et al., 2005), boro (Dordas, Chrispeels
e Brown, 2000, Takano et al., 2006), H,O, (Henzler e Steudle, 2000, Dynowski et
al., 2008) e até mesmo arsénio (Bienert et al., 2008).

Essas proteinas foram primeiramente encontradas em bovinos, cujo nome
da sequéncia do cDNA clonado (Major Intrinsic Protein - MIP) acabou nomeando
a familia das aquaporinas e, nessa época, os autores ja especulavam que MIP
poderia participar da formacdo de um canal aquoso (Gorin et al.,, 1984).
Posteriormente outros trabalhos identificaram membros da familia MIP (uma
proteina transmembranar (nod 26) presente na membrana peribacteridide de
nodulos simbidticos de Bradyrhizobium japanicum com soja (Fortin et al., 1987)

uma proteina facilitadora da entrada de glicerol em Escherichia coli (Muramatsu e
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Mizuno, 1989). Por sua vez, Smith & Agre (1991) identificaram, em humanos, uma
proteina de 28 kDa como sendo da mesma familia MIP. Faltava apenas, naquele
momento, a comprovacdo da funcdo dessas proteinas integrais a membrana, que
se concretizaria em 1992, com a comprovacao das aquaporinas como canais com
especificidade para o transporte de 4gua muito mais eficiente que a simples
difusdo pela membrana, através da expressdo de channel-forming integral protein
of 28 kDa (CHIP28) em odcitos de Xenopus laevis e o bloqueio reversivel do
transporte de agua com cloreto de mercurio, j& conhecido na época como inibidor
do transporte de agua (Preston et al., 1992). Essa descoberta surpreendente —
gue renderia posteriormente o prémio Nobel a Peter Agre em 2003 (Agre, 2004) —
incentivou varias pesquisas para descoberta deste canal nos trés dominios da
vida, incluindo plantas (Maurel et al., 1993), bactérias (Calamita et al., 1995),
insetos (Le Cahérec et al., 1996), fungos (Bonhivers et al., 1998) e Archaea
(Kozono et al., 2003). Diversas outras pesquisas resultaram na ampliacdo do
namero de membros (subfamilias e suas isoformas) da familia MIP (Johanson e
Gustavsson, 2002, Zardoya, 2005, Bienert et al., 2008, Grégoire et al., 2012, von

Bulow et al., 2012).

2.5.1. Caracteristicas moleculares das aquaporinas

A superfamilia MIP é constituida de proteinas com peso molecular entre 23
a 31 kDa, apresentando peptideos constituidos de 250 a 300 aminoacidos. S&o
proteinas hidrofébicas e integrais as membranas, com extremidades amino- e
carboxi-terminais voltadas para o lado citoplasmatico membranar. Possuem seis

a-hélices transmembranares (1-6) unidas por cinco loops — A, C e E no lado
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extracitoplasmatico e no B e D lado intracitoplasmatico (Figura 2a) (Chaumont et
al., 2001, Tyerman et al., 2002, Maurel et al., 2008). A maioria das aquaporinas
constitui tetrAmeros em suas membranas nativas (Walz et al., 1994, Daniels et al.,
1999, Fotiadis et al., 2001). Cada subunidade desse tetramero forma um poro
aguoso através do loop B (citoplasmatico) e o loop E (extracelular). Esses dois
loops apresentam um motivo NPA (asparagine-proline-alanine) em suas
sequéncias, que, quando estao juntos, formam esse poro (figura 2b) (Jung et al.,
1994). Outras variantes do motivo NPA do loop B podem ser encontradas na
subfamilia de aquaporinas vegetais SIP: NPC e NPT e NPL (Ishikawa et al., 2005,

Maeshima e Ishikawa, 2008).

a)

Mondmero de
seis alfa-helices

b)

Poro foop B +
loop E

Figura 2. Topografia geral das aquaporinas (a), demonstrando a formagéo do poro constituido de
dois motivos NPAs de um monémero que forma, com outros trés monémeros, um tetrdmero com

quatro subunidades assimétricas e quatro canais de agua (b). Traduzido de Jung et al. (1994).
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Um filtro de seletividade, conhecido como constricdo ar/R (aromatic /
arginine) ou filtro ar/R, localizado 8 A acima (mais proximo ao lado
extramembranar) do poro de NPAs (Figura 3), e muito mais estreito
(aproximadamente 3,4 A), é o principal ponto de seletividade para a
permeabilidade de solutos — tornando as aquaporinas impermeaveis a protons
(devido a repulsdo eletrostatica, que também existe no poro de NPAs) e a
moléculas de tamanhos superiores a 3,4 A. Essa constricdo é formada por dois
residuos hidrofébicos H2 (Fenilalanina-56 da alfa-hélice 2) e H5 (Histidina -180 na
alfa-hélice 5) e dois residuos do loop E (L2, geralmente uma Cisteina-189, e L5,

Arginina-195) (Fu et al., 2000, Wallace e Roberts, 2004, Beitz et al., 2006, Hub e

de Groot, 2008, Gomes et al., 2009).

~ Extracitoplasmatico

2

Intracitoplasmatico
Figura 3. Localizagédo do filtro ar/R de seletividade das aquaporinas. Traduzido de Wallace e

Roberts (2004).

2.5.2. Aguaporinas vegetais

Por serem organismos sésseis, as plantas necessitam de uma resposta
fisiologica &gil para suportar diversas mudancas nas condicbes ambientais —

conduzindo ajustes mais sofisticados em seu balanco hidrico. Isso € demonstrado
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na grande quantidade de isoformas de aquaporinas vegetais [entre 31 no milho
(Chaumont et al.,, 2001, Bansal & Sankararamakrishnan, 2007) e 35 na
Arabidopsis thaliana (Jang et al., 2004) a 39 isoformas no arroz (Bansal &
Sankararamakrishnan, 2007) e 71 no algodéo (Park et al., 2010)], nUmero muito
maior que o presente nos vertebrados (de 11 a 13) (Zardoya, 2005, Magni et al.,
2006).

De acordo com as analises filogenéticas de Johanson e Gustavsson
(2002), as aquaporinas vegetais séo classificadas em quatro principais
subfamilias, largamente distribuidas entre as plantas superiores: PIP (proteinas
intrinsecas a membrana plasmatica), TIP (proteinas intrinsecas ao tonoplasto),
SIP (pequenas proteinas intrinsecas basicas) e NIP (Proteina de 26 kDa
intrinsecas ao noédulo) (Figura 4). Existem outras subfamilias, como as
encontradas em um musgo nado vascular Physcomitrella patens por Danielson e
Johanson (2008): GIPs GlpF-like intrinsic proteins, HIPs hybrid intrinsic proteins e
XIPs, X intrinsic proteins, mas elas ndo foram encontradas em gramineas e
apenas a XIP é distribuida em plantas superiores — porém, apenas nas

eudicotileddneas (Bienert et al., 2011).
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Figura 4. Arvore filogenética da familia de aquaporinas de Arabidopsis thaliana apresentando as

35 isoformas de aquaporinas e seu agrupamento em quatro subfamilias. Fonte: Maurel (2007).

Apesar de uma extensa presenca das quatro subfamilias de aquaporinas

entre as plantas superiores, ndo é possivel se obter uma identificacdo espécie-

especifica por diferencas dentro de cada uma destas subclasses, pois 0s eventos

genéticos ocorreram muito recentemente durante a evolugéo (Maurel, 2007).
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2.5.2.1. Sub-familia PIP

As aquaporinas da subfamilia PIP representam o maior grupo de
aquaporinas e todos os membros dessa subfamilia compartilham uma identidade
muito elevada (possuindo 142 aminoacidos conservados, que abrange cerca de
50% das sequéncias peptidicas). Foram concentrados em apenas dois principais
subgrupos evolutivos (clusters): PIP1 e PIP2 (Chaumont et al.,, 2001).
Apresentando peso molecular aproximado de 30 kDa e um ponto isoelétrico de
9.0, que pode ser explicado, em parte, devido a presenca de varios aminoacidos
basicos na extremidade C-terminal (Gomes et al., 2009).

Junto com as TIP, as PIP foram nomeadas de acordo com suas
localizacBes celulares predominantes (Johanson e Gustavsson, 2002, Maurel et
al.,, 2009). As isoformas dessa subfamilia sdo localizadas na membrana
plasmatica e apresentam dois aspectos marcantes: (1) a capacidade de controlar
praticamente todo o potencial de permeabilidade da membrana plasmatica
através da expressdo concomitante de ambos os grupos (PIP1 e PIP2) e (2) a
reducdo da permeabilidade de agua pés-acidificacdo citoplasmética, devido ao
fechamento de seus poros (Bellati et al., 2010). As PIP ainda podem transportar,
além de &gua, varios outros substratos, tais como: glicerol (Biela et al., 1999),
acido borico (Dordas, Chrispeels e Brown, 2000), ureia (Gaspar et al., 2003) e

peréxido de hidrogénio (Dynowski et al., 2008).

2.5.2.2. Sub-familia TIP

Localizadas predominantemente no tonoplasto, organela de alta
permeabilidade a agua e que apresenta atividade de aquaporinas muito
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superiores as observadas na membrana plasmatica (Maurel et al., 1997, Maurel
2008), as TIP diferem da subfamilia PIP pela auséncia de 20 a 38 aminoéacidos
nas caudas N-terminais dessas aquaporinas de tonoplasto (Chaumont et al.,
2001). Os membros da sub-familia TIP possuem um peso molecular entre 25 e 28
kDa e um ponto isoeléctrico que varia de 4.0 a 6.7 (Johanson e Gustavsson,
2002). Além do tonoplasto, algumas isoformas podem ser localizadas em
vacuolos especializados em estocagem proteica, vacuolos liticos e pequenos
vacuolos (Jauh et al., 1998). As aquaporinas TIP podem ser agrupadas em cinco
grupos de isoformas (Chaumont et al., 2001, Gomes et al., 2009).

Além da alta capacidade no transporte de agua (Maurel et al., 1997),
muitas isoformas TIP transportam pequenas moléculas, principalmente: glicerol
(Gerbeau et al., 1999), CO, (Uehlein et al., 2003), ureia (Liu et al., 2003), NH3

(Loqué et al., 2005).

2.5.2.3. Sub-familia NIP

Essa subfamilia NIP representa um grupo de aquaporinas multifuncionais
que foram nomeadas de acordo com as similaridades de suas sequéncias com
uma proteina de 26 kDa de ndédulos da soja (Fortin et al., 1987, Wallace et al.,
2006). As NIPs foram localizadas na membrana plasmética e no reticulo
endoplasmatico (Maeshima e Ishikawa, 2008). Estima-se que as NIP foram
adquiridas de um unico evento de transferéncia horizontal, a partir de bactérias,
na origem das plantas terrestres (Zardoya et al., 2002).

Essas proteinas sdo subdivididas em dois subgrupos, de acordo com a

arquitetura do filtro de seletividade ar/R. Esses dois subgrupos apresentam
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aquaporinas com capacidade multifuncional de transporte, com pouca ou
nenhuma permeabilidade a adgua e habilidade para transportar varios solutos
neutros que podem variar em tamanho, dependendo da composicao do filtro ar/R
(Wallace et al., 2006). Essas proteinas apresentam baixos niveis de expressao,
quando comparadas com as largamente expressas subfamilias TIP e PIP
(Alexandersson et al., 2005, Zhu et al., 2005), estando envolvidas com
assimilacao de boro (Takano et al., 2006), acido silicico (Mitani-Ueno et al., 2011)
e na detoxificagdo de plantas através de transporte bidirecional do arsenito

[As(111)] e de composto de antiménio [Sb(lll)] (Bienert et al., 2008).

2.5.2.4. Sub-familia SIP

Apesar da nomenclatura, de pequenas proteinas intrinsecas basicas, as
SIP ndo apresentam tamanho inferior ao das TIP e levam essa designacéo,
principalmente, por apresentarem a regido N-terminal citosélica mais curta das
aquaporinas vegetais, até entdo encontrada, no reino vegetal (Johanson e
Gustavsson, 2002). Entre as quatro principais subfamilias de aquaporinas
vegetais, SIP apresenta a mais divergente sequéncia de aminoéacidos,
compartilhando apenas 16 a 28% de identidade com os outros trés grupos de
aguaporinas vegetais (Chaumont et al., 2001). Nao apenas pela divergéncia sobre
a sequéncia inteira, mas foi observado que existe uma auséncia quase absoluta
de conservacao na pequena hélice do loop B, nos motivos NPA (Chaumont et al.,
2001, Maeshima e Ishikawa, 2008). Possuem o pH mais basico das aquaporinas
e ponto isoelétrico (pl) elevado (Chaumont et al., 2001, Johanson e Gustavsson,

2002). Esse alto indice no pl pode ser causado pela série de lisinas em suas
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regibes C-terminais (Johanson e Gustavsson, 2002). As SIP podem ser
separadas estruturalmente em dois subgrupos: SIP1 e SIP2 (Ishibashi, 2006).
Todas as isoformas SIP foram localizadas no reticulo endoplasméatico
(Maeshima e Ishikawa, 2008) e, apesar de ja demonstrada a atividade de
transporte de agua (Ishikawa et al., 2005), a funcao fisiologica das SIPs ainda

encontra-se indefinida.

2.5.3. Mecanismos moleculares de regulacdo da atividade das aquaporinas

vegetais

As plantas terrestres evoluiram para lidar com as rapidas mudancas na
disponibilidade de &gua, resultando em wuma complexa regulacdo da
permeabilidade das membranas vegetais (Tornroth-Horsefield et al., 2006, Gomes
et al., 2009). De modo geral, essa regulacdo pode ocorrer por mecanismos
rapidos de controle, que afetam diretamente a atividade das aquaporinas, ou
ainda por respostas mais lentas de aclimatacdo, ao nivel da expressdo génica
dessas proteinas (Gomes et al., 2009).

O mecanismo de fechamento / abertura do canal das aquaporinas
(aquaporin gating) pode ser controlado através de diversos fatores,
principalmente: pH citoplasmatico (protonagcdo de uma histidina altamente
conservada na posicdo 193 do peptideo), que resulta em fechamento do canal
(Tournaire-Roux et al., 2003, Tornroth-Horsefield et al.,, 2006, Bellati 2010);
fosforilacdo de residuos serina, principalmente serina 7, abrindo 0s canais
(Johansson et al., 2000, Daniels e Yeager, 2005, Horie et al., 2011) e

desfosforilacdo de residuos serina 115 e 274, que causa fechamento do poro
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(Tornroth-Horsefield et al., 2006); cation Ca*", que age como inibidor da atividade
de transporte de agua em aquaporinas vegetais (Alleva et al., 2006); radicais
livres, cujos *OH podem ser produzidos através de reacdes do peroxido de
hidrogénio com metais de transicdo (como Fe?* ou Cu®), provocando o
fechamento total e reversivel dos canais de 4gua (Henzler, Ye e Steudle, 2004);
mercurio, inibidor da conducgéo de agua, ligando-se a cisteina na posi¢do 189 do
peptideo (Preston et al.,1993, Murata et al., 2000); acido abscisico (ABA), que
mantém a conformacgdo dos canais ja abertos e provocando rapida abertura dos
poros das aquaporinas que estiverem fechadas. Especula-se que ABA pode atuar
tanto se ligando as aquaporinas quanto aos lipideos que circundam esses
transportadores (Wan, Steudle e Hartung 2004, Ye e Steudle, 2006).

Muitos genes de aquaporinas sdo constitutivamente expressos (com
namero elevado de transcritos), outros genes de isoformas desses canais sao
conhecidos por serem temporal e espacialmente regulados durante o
desenvolvimento e em respostas a estresses (Kjellbom et al., 1999). Além disso, a
expressdo de uma mesma isoforma, sob diversos estresses abiéticos, pode variar
drasticamente em diferentes tecidos, como exemplo, em arroz, a aquaporina
OsAQP (idéntica a OsTIP1;1) é superexpressa nas folhas, durante a seca,
salinidade e baixas temperaturas, mas é concomitantemente reprimida nas raizes
(Liang et al., 2012).

Os principais fatores de modulacdo da expressdo génica das MIPs
vegetais relatadas sao:

a) o déficit hidrico, cuja desidratacdo provoca a repressao da expressao génica

da maioria das aquaporinas em A. thaliana (Alexandersson et al., 2005);
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b)

d)

f)

0 estresse salino, apresentando resposta semelhante — em raizes de

Arabidopsis, todas as isoformas das subfamilias PIP e TIP, que apresentaram
niveis altos de expressdo génica em condi¢cbes normais, reprimiram, em
poucas horas, a transcricdo génica apés exposicdo dessas raizes a 100 mM
de NaCl (Boursiac et al., 2005);

0 estresse de resfriamento, que causa uma repressdo marcante, duas a quatro

vezes, ha transcricdo da grande parte dos genes da subfamilia PIP, em raizes
de arroz milho e Arabidopsis (Maurel et al., 2008);

a variacdo da luminosidade durante o dia, que provoca flutuagbes na

condutividade hidraulica e na pressao radicular das plantas, as quais foram
correlacionadas com a variagdo na expressao de algumas isoformas PIP em
raizes (Henzler et al., 1999, Lopez et al., 2003);

a acdo de fitorreguladores, sendo observado que a giberelina acentua a

expressao de y-TIP em A. thaliana e de RWC3 (PIP) em arroz (Phillips e Huttly
1994, Mei-Hao et al., 2004), enquanto que a aplicacdo exdégena de 1 uM de
acido abscisico (ABA) em plantas de milho induz, rapidamente, a expressao
de algumas isoformas de PIP, porém, aplicacdo de 100 uM leva a uma
completa represséo de todas as isoformas de PIP e TIP detectadas (Zhu et al.,
2005), com ressalvas de ser a auxina indutora da repressdo global da
expressao das aquaporinas (Péret et al., 2012);

a acdo de genes especificos - 0os genes duplicados RAP2.4B e RAP2.4,

pertencentes a categoria génica dos fatores de transcricdo DREB (element-
binding factor of dehydration-responsive) controlam a expressao de oito genes
de aquaporinas de A. thaliana — AtPIP1;2; AtPIP2;1, AtPIP2;2, AtPIP2,3,

AtPIP1;1, AtTIP1;1, AtTIP2;2, e AtTIP2;3 (Rae, Lao e Kavanagh, 2011);
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g) a simbiose entre plantas e fungos micorrizicos arbusculares, provocando a

inducdo da expressdo de aquaporinas das subfamilias TIP, PIP, NIP e XIP
(Uehlein et al., 2006, Giovannetti et al., 2012);

h) a ocorréncia de infec¢cdes por nematoides — sequéncias regulatorias TobRB7,

gue respondem especificadamente a esses parasitas, foram encontradas em
um promotor de uma isoforma TIP do tabaco (Opperman, Taylor e Conkling,
1994).

Outro mecanismo de controle, menos esclarecido nas plantas, da atividade
das aquaporinas, € o controle da alocacao / retencdo desses canais para certas
membranas celulares, sinalizado por modificacdes pdés-traducionais (Chaumont,
Moshelion e Daniels 2005, Maurel et al., 2009). Entre os exemplos desse tipo de
controle, encontrados em aquaporinas vegetais, estdo: modulagdo de transporte
via ubiquitinacdo, cuja acdo da RmalH1 (uma ubiquitina ligase) inibe o transporte
de PIP2-1 do reticulo endoplasmatico para a membrana plasmatica e conduz
subsequentemente essas aquaporinas para degradacdo proteassomal em
resposta a seca em plantas transgénicas de Arabidopsis (Lee et al., 1999); a
redistribuicdo de TIP1;2 da Mesembryanthemum crystalinum para o0s
compartimentos endossomais, em resposta ao estresse osmotico, que utiliza
glicosilacdo como mecanismo de sinalizacdo para a via da degradacao de TIP1;2
(Vera-Estrella et al., 2004) e realocacao de isoformas do cluster PIP1 retidas no
reticulo endoplasmético, realocadas para a membrana plasmatica, quando
expressadas concomitantemente com isoformas do agrupamento PIP2 (Zelazny

et al., 2007).
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3. Objetivos

3.1. Geral

Analisar o perfil de transcricdo do genoma de cana-de-aglUcar em resposta
ao déficit hidrico, visando a identificacdo de potenciais aquaporinas
diferencialmente expressas em genotipos contrastantes, para fins de

desenvolvimento de marcadores moleculares funcionais.

3.2. Especificos

A. Identificar, a partir de bibliotecas SuperSAGE, etiquetas de cDNA (unitags)
diferencialmente transcritas, utilizando-se de métodos estatisticos (p <
0,05);

B. Analisar in silico o perfil transcricional das quatro subfamilias vegetais de
aquaporinas, em cana-de-agucar, através da analise estatistica de unitags
anotadas e caracterizadas das diferentes bibliotecas SuperSAGE;

C. Criar um protocolo, especifico para padronizar as reacdes de quantificacdo
de transcritos, com amostras de cDNAs extraidas dos mesmos tecidos
utilizados para a construcdo das bibliotecas SuperSAGE, com primers

especificos, desenhados para reacdo de RTgPCR.
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4. Material e Métodos

As atividades descritas nos topicos 4.1 e 4.2 foram realizadas parcialmente
por outros parceiros do projeto ao qual este trabalho esta vinculado, mas estéao
descritas aqui para efeito de melhor entendimento sobre as amostras empregadas

na geracao e andlise inicial das bibliotecas SuperSAGE.

4.1. Material vegetal e confeccéo das bibliotecas SuperSAGE

O ensaio (20 variedades x quatro tratamentos x trés repeticbes) foi
estabelecido em janeiro de 2008 e conduzido pelo Centro de Tecnologia
Canavieira — CTC, Piracicaba, SP. As variedades foram selecionadas com base
em histéricos quanto a tolerancia ao déficit hidrico. Mini-toletes de cada variedade
foram plantados em vasos de 40 litros, contendo o substrato comercial Plantmax®.
Sessenta dias ap0s o plantio foram realizados ensaios para a identificacdo dos
gendtipos mais contrastantes (de maior e menor tolerancia a seca), seguindo-se
os tratamentos: T1: planta permanentemente irrigada; T2: supresséo de rega por
trés dias; T3: supresséao de rega por 10 dias e T4: supressao de rega por 20 dias.
Com base nas analises estatisticas dos dados fisiolégicos (medidas de taxa
fotossintética, condutividade estomética, taxa respiratéria, conteudo de prolina,
conteudo de clorofila, analise da fluorescéncia da clorofila, contetudo relativo de
agua, altura da parte aérea, comprimento das raizes, massa seca da parte aérea
(65°C) e massa seca do sistema radicular) foram identificados os genotipos
CTC6, CTC15, SP83-2847, SP83-5073 como tolerantes e CTC9, CTC13, SP90-

3414, SP90-1638 como sensiveis a supressao de rega. Estes genadtipos foram
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utilizados em novo ensaio para coleta das raizes e para a extracdo de RNA total
[de acordo com o protocolo do reagente Trizol® (Invitrogen)], nas mesmas
condicbes do ensaio anterior (exceto para o tempo de supressao de rega —
alterado para 24 h). A partir destas amostras de RNA, procedeu-se a confeccéo
das bibliotecas SuperSAGE.

Quatro bibliotecas SuperSAGE: SD24T: tolerantes estressadas; SDTC:
tolerantes controle; SD24S: sensiveis estressadas; SDSC: sensiveis controle
foram geradas na empresa GenXPro (Frankfurt, Alemanha), a partir de dois pools
de genotipos (tolerantes e sensiveis, em separado), nas duas condi¢cfes [estresse
(24 h apds supressao de rega) e controle (sem estresse)], conforme metodologia
descrita em Matsumura et al. (2003), com modificacdes, que incluem a
amplificacéo de tags (26 pb) via PCR e posterior sequenciamento via SOLEXA®

(illumina).

4.2. Analise estatistica das unitags SuperSAGE

Apoés sequenciamento, as tags foram avaliadas (exclusdo de singlets) e
andlises quantitativas e qualitativas foram realizadas a partir do aplicativo
DiscoverySpace 4.0 (Robertson et al., 2007). Significancias estatisticas das
variacbes nas frequéncias das diferentes tags (unitags) — também foram
mensuradas a partir do software DiscoverySpace 4.0 — considerando o0s
contrastes entre duas bibliotecas, foram determinadas pelos valores p (teste de
significancia de Audic e Claverie (1997)) ao nivel de 5% de probabilidade, para
definicho daquelas diferentemente expressas, sendo classificadas em

superexpressas (induzidas) ou reprimidas. Apés a normalizacdo para um milhdo
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de tags, foram calculados os valores de modulacdo da expresséo (Fold Change,
FC), que representaram quantas vezes uma unitag foi mais ou menos expressa

em uma biblioteca em relacdo a outra.

4.3. Anotacao e categorizacdo das unitags SuperSAGE associadas as ESTs

de aquaporinas

Para as andlises de bioinformatica deste trabalho foram disponibilizadas
8.787.315 tags (etiquetas) SuperSAGE, das quais: 2.542.552 foram extraidas da
biblioteca tolerante estressada (SD24T), 1.909.543 da biblioteca tolerante controle
(SDTC), 2.170.998 da biblioteca sensivel estressada (SD24S) e 2.164.222 da
biblioteca sensivel controle (SDSC), conforme Kido et al. (2012). As etiquetas
SuperSAGE foram alinhadas via BLASTn contra sequéncias expressas (EST) de

nove bancos publicos de ESTs de gramineas (Tabela 1).

Tabela 1. Bancos publicos de ESTs de gramineas utilizados na anotagcdo das tags SuperSAGE de
aquaporinas — provenientes de gendtipos contrastantes (toleranes e sensiveis a seca) de cana-de-acucar,

sob seca (24 h apos supresséao de rega) ou ndo (controle), ordenados pela proximidade taxondémica.

Banco Graminea Verséo Endereco eletrénico
dbEST_NCBI Saccharum spp. Release_ 120701 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest
SoGl Saccharum officinarum (L.) Release_3 http://compbio.dici.harvard.edu/cgi-

bin/tgi/gimain.pl?gudb=s_officinarum

Sorghum bicolor (L.) http://compbio.dfci.harvard.edu/cgi-

ShGl Moench Release_9 bin/tgi/gimain.pl?gudb=sorghum

http://compbio.dfci.harvard.edu/cgi-
ZmGl Zeamays (L) Release_19 bin/tgi/gimain.pl?gudb=maize

. http://compbio.dfci.harvard.edu/cgi-

OsGil Oryza sativa (L.) Release_18 P bin/tgiF/)gimain.pl?gudbzrice 9
. . . http://compbio.dfci.harvard.edu/cgi-
PaviGl Panicum virgatum (L.) Release_1 bin/tgi/gimain. pl?gudb=switchgrass
TaGl Triticum aestivum (L.) Release 12 htt%i/ r/1 S%rpgim%iifgllggg\éif \;vehdeuz;fgl-
http://compbio.dfci.harvard.edu/cgi-

HvGI Hordeum vulgare (L.) Release_11 %in/tgi/gimain.pl?gudb:barleyg
FaGl Festuca arundinacea (S.) Release_3 http://compbio.dici.harvard.edu/cgi-

bin/tgi/gimain.pl?gudb=f arundinacea
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Para a anotacao foram considerados hits (alinhamentos significativos, ao
nivel de 5%) os alinhamentos unitag-EST plus-plus (positivo-positivo), com escore
minimo de 42 (correspondendo ao alinhamento de 21 bases — equivalente a uma
tag LongSAGE (Saha et al., 2002) - em 26 bases da tag SuperSAGE, incluindo o
CATG integro no inicio da tag).

Procedeu-se, entéo, a escolha dos melhores alinhamentos (hits) com base
nos resultados de BLASTn (escores maiores com ESTs portando descrigcbes
informativas de gene / funcéo nas anotacdes), dando-se prioridade as sequéncias
de cana-de-aclUcar ou de espécies da familia Poaceae mais proximas
taxonomicamente. Todas as ESTs (com ou sem anotagdo), que alinharam
significativamente (hits) com as unitags, foram categorizadas via ontologia génica
(GO, gene ontology), cujos termos GO foram obtidos através do software

Blast2GO® (disponivel em: http://www.blast2go.org/).

4.4. ldentificacao in silico de provaveis aquaporinas

As potenciais aquaporinas foram identificadas através de palavras-chave
especificas para genes da superfamilia MIP — “aquaporin”, “major intrinsic

P

protein”, “PIP”, “TIP”, “NIP”, “SIP”, “plasma membrane intrinsic protein”, “tonoplast
intrinsic protein”, “nodulin-26—-like intrinsic protein” e “small basic intrinsic protein”
para as anotagdes das ESTs e “water transporter” nos termos GO obtidos. Essas
ESTs foram analisadas in silico visando confirmar a identidade de dominios

conservados (banco Conserved Domain Database da base de dados NCBI,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ Structure/cdd/cdd.shtml) e classificadas de acordo
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com sua similaridade as subfamilias de aquaporinas de vegetais (TIP, NIP, SIP,

PIP).

4.5. Sintese de cDNA, desenho de primers e rea¢cdes de RTqPCR

As amostras de RNA total de cada genoétipo dos quatro bulks (tolerante
estressado, tolerante controle, sensivel extrassado e sensivel controle) foram
isoladas dos mesmos tecidos utilizados para a construcdo das bibliotecas
SuperSAGE, através do Kit RNAeasy Plus Micro Kit (Quiagen®) com posterior
tratamento com DNAse. A reacdo de sintese de cDNA foi realizada através do kit
Super Script First Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen®), de acordo
com as orientagcbes do fabricante, a partir de 1 ng de RNA provenientes de
amostras quantificadas via fluorémetro Qubit® (Invitrogen®).

Os primers foram desenhados com pequenas modificacbes nos
parametros padrdes do programa Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) que
envolviam o tamanho do amplicom — entre 70 a 100 pares de bases, a
temperatura (°C) de dissociacdo (TM) do primer — minima de 40, 6tima de 50 e
maxima 60 e o conteludo GC variando de 45 a 55 %. Foram utilizadas como input
para o programa as sequéncias ESTs que alinharam com unitags, possuindo no
maximo um mismatch (divergéncia entre bases no alinhamento tag-EST) e cujas
unitags apresentaram expressfes divergentes nas comparacdes entre bibliotecas
e foram consideradas promissoras para estudos futuros.

As reacbes RT-gPCR foram realizadas em um volume final de 10 pL,
sendo: 1 pL de cDNA [utilizando-se a melhor diluicdo pelo teste de eficiéncia

obtido pelas cinco diluicbes por bulk de cDNA: concentrado; 1:10; 1:100; 1:1.000
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ou 1:10.000 (v:v)], 1 yL de cada primer (direto e reverso) gene-especifico (0,2 a
0,5 pM), 5 pL de HotStart-IT SYBR Green qPCR Master Mix 2X® (usb®), 0,2 de
fluoréforo passivo ROX (USB®) e 1,8 uL de &gua ultrapura estéril. As reacées de
RT-gPCR foram realizadas no equipamento Fluorescent Quantitative
Quantification System (BIOER®) utilizando-se a seguinte programacao:
desnaturacao inicial de 95°C/ 2 min seguidos de 40 ciclos de 95°C/ 30 s e 58°C/
30 s, com uma extensao 72°C/ 30 s, sendo a deteccao do sinal da fluorescéncia
ao final de cada etapa de extensdo. Para cada par de primer foi avaliada a curva
de dissociacdo do produto amplificado (curva de melting), com o intuito de
verificar possiveis contaminacfes das trés repeticdes de cada amplificacdo, além
de controle negativo (amostra sem cDNA). Os valores de Ct (ciclo limiar —
threshold cicle), as concentracdes mais eficientes dos primers (faixa de 0,2 a 0,5
uM), as temperaturas de melting e as quantificacbes absolutas foram estimados
com o software, LineGene 9600 (versédo 1.1.10), que acompanha o termociclador,
Line Gene 9600 (Bioer®). As andlises de quantificacéo relativa, utilizando como
genes de referéncia o 25S rRNA e o GAPDH (D-glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase), foram analizadas pelo o sofware REST (Relative Expression

Software Toll) versao 2.0.13 (Pfaffl, Horgan e Dempfle, 2002).
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5. Resultados

5.1. Mineracdo de aquaporinas em unitags SuperSAGE anotadas

As quatro bibliotecas disponibilizadas, que somadas constituiram um
universo de 8.787.315 tags de 26 pb, cuja exclusdo das singlets (tags
sequenciadas apenas uma vez) representaram 205.975 tags diferentes ou unitags
(Kido et al., 2012), permitiram identificar, via anotacdo e categorizacdo, 1.579
alinhamentos BLASTnN significativos (42 < escore < 52) de unitags SuperSAGE
com ESTs de aquaporinas, presentes em nove bancos publicos de gramineas
(Tabela 2). Detalhes desta totalizacdo, por banco de dados, incluindo: espécie,
tamanho do banco de dados, provaveis aquaporinas por subfamilia, alinhamentos
envolvidos (perfeitos e com mismatch), unitags e ESTs envolvidos, bem como
ESTs categorizadas via GO podem ser vistos em mesma Tabela 2. Em resumo,
estes alinhamentos envolveram 289 unitags, as quais foram ancoradas em 484

ESTs distintas, dos diferentes bancos de dados.
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Tabela 2. Detalhes dos bancos de ESTs (espécie, total de ESTs, anotacdes envolvendo aquaporinas) usados na anotacéo de unitags SuperSAGE oriundas de bulks de
gendtipos de cana-de-agUcar tolerantes e sensiveis ao déficit hidrico (24 h de supresséo de rega) e controle, com resultados de alinhamentos BLASTn e totais de

unitags e ESTs relacionadas apos retirada de redundancia por banco.

. . . Unitags
. Total de  Anotagdes . Alinhamentos Alinhamentos . ESTs
Graminea Banco ESTs genéricas* PIP TIP NIP SIP Alinhamentos Perfeitos com mismatch Unitags distintas é(())T*
Saccharum  dbEST_ ,5q oo 24 0 0 0o 0 154 41 105 43 34 23
spp. NCBI
Saccharum
oficinarim SoGl 121.370 265 157 85 21 11 683 158 425 260 127 50
Sorghum
bicolor SbGlI 46.043 68 34 23 5 6 74 11 63 19 7 74
Zea mays ZmGl 315.134 347 142 154 35 19 49 7 29 13 15 20
Oryza sativa OsGl 201.22 283 121 95 33 7 119 26 72 20 86 3
Panicum .
virgatum PaviGl 85.244 147 58 45 28 6 174 31 116 22 57 0
Triticum TaGl 222.152 542 138 128 32 14 253 20 197 23 123 5
aestivum
Hordeum HVGI 83.101 110 32 33 12 9 34 2 30 16 21 7
vulgare
Festuca
arundinacea FaGl 30.244 27 5 1 1 1 39 10 27 17 14 5
Total B':g‘c’is 1.361.144 1.813 687 564 167 73 1.579 306 1.064 289 484 45%%%

*aquaporin, tonoplast intrinsic protein e major intrinsic protein, membrane integral protein (podendo acompanhar anotagfes especificas, PIP, TIP, NIP e SIP); ***water transporter”;
***nimero sem redundancia entre os nove bancos; ****nimero sem redundancia de ESTs de provaveis aguaporinas que ancoraram em unitags.
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Considerando as estratégias de anotacdo e categorizacdo GO, as
pesquisas pelas palavras-chave “aquaporin”, “tonoplast intrinsic protein”, “PIP”,
“TIP”, “NIP” e “SIP” no banco de unitags anotadas dos diferentes bancos de EST
de gramineas, permitiram visualizar 1.347 alinhamentos unitags / ESTs (escores
42 — 52), enquanto que a busca do termo GO “water transport” (no banco de
termos de ontologia génica, que contém sequéncias de peptideos curadas do
Uniprot-SwissProt) foram observados 342 alinhamentos, cujas ESTs continham
ou ndo anotacédo (Figura 5). Esse universo foi considerado para andlise dos perfis

transcricionais.

Sem anotagdo mas

com termo GO

“water transport”
230 (15%)

Figura 5. Totais e percentuais dos resultados de anotacdo de unitags SuperSAGE de cana-de-
acgucar (supressao de rega por 24 h e controle) e de categorizacdo de ESTSs, na identificacdo de

provaveis transcritos de aquaporinas, apés uso de palavras-chave (“aquaporin”, “tonoplast intrinsic

protein”, “PIP”, “TIP”, “NIP”, “SIP” e “water transport”).

35



5.2. Perfil transcricional das aquaporinas em cana-de-acucar

bibliotecas SuperSAGE e provaveis anotacdes para aquaporinas das subfamilias
PIP (15), TIP (10), SIP (3) e NIP (2) estéo listadas na Tabela 3. Segundo Kjellbom
et al. (1999) muitos genes de aquaporinas sdo constitutivamente expressos, com
elevado numero de transcritos (como visto, por exemplo, na unitag SD80612
desta tabela), enquanto outros séo temporal e espacialmente regulados durante o

desenvolvimento e em respostas a estresses (como parece ser, por exemplo, o

caso da unitag SD173276, Tabela 3).

Tabela 3. Relagdo das 30 unitags de provaveis aquaporinas anotadas mais expressas,

por biblioteca SuperSAGE normalizada (1.000.000), em gendtipos contrastantes de

cana-de-aclcar em condicdes de supressédo de rega (24 horas) ou controle.

N° de tags normalizado

Tag id Aquaporina SD24T SDTC SD24Ss SDSC

1 SD173282 SoTIP2-2 1096 3784 1643 1816
2 SD231437 SoPIP1-3/PIP1-4 819 1551 1140 990
3 SD87583 SoPIP1-3/PIP1-4 964 956 1186 520
4 SD119746 SoTIP2-3* 1162 1041 771 530
5 SD173276 SoTIP2-2 564 1879 496 0
6 SD182865 SoTIP2-2 535 876 501 674
7 SD87593 SoPIP1-3 /PIP1-4 579 601 750 377
8 SD80613 SoTIP1-1 318 234 775 571
9 SD80612 SoTIP1-1 437 393 423 453
10 SD250744 SoPIP2-1 321 577 265 508
11 SD19004 HVTIP1-1** 422 395 411 210
12 SD176669 SoPIP2-6 275 591 310 183
13 SD243880 SoPIP2-1 176 326 334 496
14 SD28080 SoPIP2-4 406 329 224 312
15 SD176663 SoPIP2-6 135 340 227 136
16 SD241279 SoPIP1-5 151 184 257 107
17 SD84960 SsTIP1-1*** 202 216 29 136
18 SD243849 SoPIP2-1 108 123 113 40
19 SD54852 SoPIP2-1 107 143 22 52
20 SD96918 SoSIP1-2 106 66 96 49

As 30 unitags mais transcritas (frequéncias normalizadas) nas quatro
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Cont.

Tag id Aquaporina SD24T SDTC SD24S SDSC
21 SD96922 SoSIP1-2 89 43 114 49
22 SD202395 PVNIP1-1**** 39 53 40 98
23 SD243867 SoPIP2-1 37 42 79 43
24 SD87586 SoPIP1-3 /PIP1-4 31 54 28 55
25 SD250859 SoPIP2-1 39 96 0 32
26 SD198883 SoPIP2-5 39 27 30 37
27 SD21811 SoSIP1-1 26 16 26 26
28 SD84958 SsTIP1-1 29 15 9 17
29 SD217703 SoNIP3-1 29 15 13 13
30 SD36243 HVTIP2-2 31 9 12 9

*Isoformas precedidas da sigla do nome da espécie (Hv - Hordeum vulgare ; Pv - Panicum virgatum; So -
Saccharum officinarum e Ss - Saccharum sp.). Bibliotecas SuperSAGE: SD24T (bulk de gendtipos tolerantes
sob estresse; SD24S (bulk de gendtipos sensiveis sob estresse); SDTC (bulk de gendtipos tolerantes sob
condigGes controle); SDSC (bulk de gendtipos sensiveis sob condigdes controle).

A expresséao por biblioteca ndo permite revelar os perfis transcricionais das
provaveis aguaporinas expressas pelos bulks de genotipos tolerantes e sensiveis
em resposta ao estresse estudado. Desta forma, foram identificadas as unitags
associadas as provaveis aquaporinas e suas modulacdes de expressao, conforme
0s contrastes entre bibliotecas, comparando um mesmo bulk de gendtipos em
condicBes diferentes ou bulks de gendtipos diferentes em mesmas condicdes.
Assim, apoOs a retirada das sequéncias repetidas (em relacdo a uma tag
ancorando em ESTs de diversos bancos) e feita a escolha prioritaria das ESTs
representativas dos transcritos, em relacdo a proximidade taxondmica com a
cana-de-acgucar, observou-se um total de 44 provaveis isoformas de aquaporinas
presentes nos quatro contrastes. Essas aquaporinas, confirmadas pelos dominios
conservados, conjuntamente com seus respectivos valores de modulacdo de
expressao génica (Fold Change; FC), para cada contraste, estao identificadas nas
Tabelas 4, 5, 6 e 7 (contrastes SD24T vs SDTC, SD24S vs SDSC, SD24T vs

SD24S, SDTC vs SDSC, respectivamente).
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Tabela 4. Pefrfil transcricional de unitags SuperSAGE anotadas para provaveis isoformas de

aquaporinas (dominio MIP superfamily) expressas em cana-de-acucar para o contraste [SD24T x

SDTC] envolvendo bulks de gendtipos tolerantes ao déficit hidrico sob estresse (24 h apoés

supressdo de rega) e sem estresse, e seus valores de modulacdo da expresséo (FC: raz&o entre

frequéncias da unitag na biblioteca tolerante sob estresse em relacdo ao controle).

Unitag Bané?u/s'ltzesrl- > Anotagdo™ exglr“e/seggg*** FC
SD243866 SOGI_TC119187 SoPIP2-1 Indugéo 13,51
SD119963 SOGI_TC141059 SoTIP2-3 Inducéo 5,56
SD279924 SOGI_TC120416 SoTIP2-2 Indugéo 4,37
SD264077 NCBI_gi|35203438| SsPIP1-1 Inducéo 3,58

SD36243 HVGI_TC214858 HVTIP2-2 Inducao 3,53
SD231548 SOGI_TC127588 SoPIP1-3/PIP1-4 Indugéo 3,18
SD241667 SOGI_TC117457 SoPIP1-5 Indugéo 2,38
SD217703 SOGI_TC118424 SoNIP3-1 Inducgéo 1,93

SD21811 SOGI_TC118552 SoSIP1-1 Inducédo 1,65

SD96918 SOGI_TC135800 SoSIP1-2 Indugéo 1,61
SD198883 SOGI_TC124089 SoPIP2-5 Indugéo 1,46

SD80613 NCBI_gi|35984968 SsTIP1-1 Inducgéo 1,36

SD28080 SOGI_TC143544 SoPIP2-4 Indugéo 1,23

SD80612 SOGI_TC137091 SoTIP1-1 Inducéo 1,11

SD84969 SOGI_TC143544 SoPIP2-4 Represséo -17,81
SD194890 SOGI_TC118424 SoNIP3-1 Represséo -16,91

SD94306 SOGI_TC149516 SoTIP1-1 Repressao -6,09

SD84616 SOGI_TC124089 SoPIP2-5 Repressao -4,42
SD283542 SOGI_TC141059 SoTIP2-3 Repressao -3,75
SD173276 SOGI_CA258556 SoTIP2-2 Repressao -3,33

SD7939 SOGI_TC143602 SoTIP1-1 Repressao -2,95

SD80616 NCBI_gi|35204947 SsTIP1-1 Repressao -2,81
SD176950 PAVIGI_TC38513 PvPIP2-2 Repressao -2,34
SD176669 SOGI_TC114788 SoPIP2-6 Repressao -2,15
SD231437 SOGI_TC127588 SoPIP1-3/PIP1-4 Repressao -1,89
SD176664 TAGI_TC441357 TaPIP2-1 Represséo -1,73
SD202395 PAVIGI_TC17927 PvNIP1-1 Repressao -1,36
SD241279 SOGI_TC117457 SoPIP1-5 Repressao -1,22
SD172662 PAVIGI_FL885039 PvPIP1-1 ns 1,38
SD184025 SOGI_TC151979 SoPIP1-3/PIP1-4 ns 1,99
SD208105 SOGI_TC117457 SoPIP1-5 ns -1,38
SD235379 SOGI_CA260922 SoPIP2-1 ns 2,36
SD146617 OGI_TC418960 OsPIP2-3 ns 1,07
SD150707 SOGI_TC143544 SoPIP2-4 ns -1,68

SD52731 OGIl_TC443567 OsPIP1-3/PIP1-4 ns -1,26
SD148107 SOGI_CA107998 SoPIP2-6 ns 1,19
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Cont.

Banco / EST ou Nivel de

Unitag Cluster* Anotacao** expressao*** FC
SD13557 ZMGI_FL050875 ZmTIP1-1 ns -1,26
SD138471 TAGI_TC379633 TaTIP1-1 ns -1,65
SD149552 NCBI_gi|35200939 SsTIP1-1 ns 2,37
SD239051 SBGI _TC112507 SbTIP1-1 ns 1,07
SD19004 HVGI_TC231886 HVTIP1-1 ns 1,07
SD107796 SOGI_CA258556 SoTIP2-2 ns 1,06
SD37000 HVGI_TC214858 HVTIP2-2 ns 1,19
SD4247 SOGI_TC141059 SoTIP2-3 ns -1,28
SD46132 SOGI_TC122939 SoTIP4-2 ns -1,41
SD21809 SOGI_TC118552 SoSIP1-1 ns -1,26
SD110293 SOGI_TC154548 SoSIP1-2 ns 1,29
SD91605 SOGI TC131971 SONIP3-1 ns 1,27

*Banco [ NCBI (dbEST), Gene Index (OGI, PAVIGI, SBGI, SOGI, TAGI e ZMGI)] seguida do identificador da EST,;
**|soformas precedidas das iniciais da espécie (Os - Oryza sativa ; Pv - Panicum virgatum; Sb - Sorghum bicolor ; So -
Saccharum officinarum; Ss - Saccharum sp.; Ta - Triticum aestivum e Zm — Zea mays); ** p < 0,05 (ns: nédo

significativo).

Tabela 5. Perfil transcricional de unitags SuperSAGE anotadas para provaveis isoformas de
aquaporinas (dominio MIP superfamily) expressas em cana-de-aglcar para 0 contraste
[SD24S x SDSC] envolvendo bulks de gendtipos sensiveis ao déficit hidrico sob estresse (24
h apés supresséo de rega) e sem estresse, e seus valores de modulagédo da expressao (FC:

razdo entre frequéncias da unitag na biblioteca tolerante sob estresse em relagdo ao

controle).

Unitag Bang)u/S:Eesr;l' ou Anotagao** eXerlgglsgg*** FC
SD173276 SOGI_CA258556 SoTIP2-2 Inducdo 496,29
SD176665 PAVIGI_TC38513 PVvPIP2-2 Inducédo 4,83

SD80915 SOGI_TC149516 SoTIP1-1 Inducéo 3,27
SD150707 SOGI_TC143544 SoPIP2-4 Inducédo 2,80
SD21809 SOGI_TC118552 SoSIP1-1 Inducéo 2,80
SD243849 SOGI_TC119187 SoPIP2-1 Inducdo 2,80
SD241279 SOGI_TC117457 SoPIP1-5 Inducéo 2,40
SD87583 SOGI_TC127858 SoPIP1-3/PIP1-4 Inducdo 2,28
SD19004 HVGI_TC231886 HvTIP1-1 Indugéo 1,96
SD96918 SOGI_TC135800 SoSIP1-2 Inducdo 1,96
SD176669 SOGI_TC114788 SoPIP2-6 Inducéo 1,70
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Cont.

Banco / EST ou

Nivel de

Unitag Cluster* Anotagao™ expressao*** FC
SD176663 OGI_TC448129 OsPIP2-4 Indugéo 1,66
SD119746 SOGI_TC141059 SoTIP2-3 Induc&o 1,46

SD80613 NCBI_gi|35984968 SsTIP1-1 Indugéo 1,36
SD119834 SOGI_TC141059 SoTIP2-3 Repressao -9,58
SD182891 SOGI_TC120416 SoTIP2-2 Repressao -5,85
SD231422 SOGI_TC127588 SoPIP1-3/PIP1-4 Repressao -4,79
SD264077 NCBI_gi|35282126 SsPIP1-1 Repressao -4,56
SD194890 SOGI_TC118424 SoNIP3-1 Repressao -3,61
SD80614 SOGI_TC141442 SoTIP1-1 Repressao -3,19
SD224474 SOGI_TC143544 SoPIP2-4 Repressao -3,19
SD235379 SOGI_CA260922 SoPIP2-1 Repressao -2,85
SD138471 TAGI_TC379633 TaTIP1-1 Repressao -2,51
SD202395 PAVIGI_TC17927 PaNIP1-1 Repress&o 2,44

SD96924 SOGI_TC135800 So0SIP1-2 Repressao 2,13
SD84958 NCBI_gi|35204947 SsTIP1-1 Repressao -1,82
SD208105 SOGI_TC117457 SoPIP1-5 ns 1,76
SD172661 SOGI_TC137502 SoPIP2-1 ns 1,87
SD172662 PAVIGI_TC32996 PVPIP2-1 ns 1,17
SD176667 TAGI_CA620545 TaPIP2-1 ns -1,07

SD65894 0GI_TC418923 OsPIP2-2 ns -1,06
SD146617 OGI_TC418960 OsPIP2-3 ns 1,40
SD176664 SOGI_TC143544 SoPIP2-4 ns 1,02

SD84616 SOGI_TC124089 SoPIP2-5 ns 1,32
SD172663 TAGI_TC442144 TaPIP2-6 ns 2,28
SD202396 PAVIGI_TC17927 PVNIP1-1 ns -1,07
SD265228 SOGI_CA146434 SONIP1-2 ns 1,40

SD80612 SOGI_TC137091 SoTIP1-1 ns -1,07
SD149552 NCBI_gi|35200939 SsTIP1-1 ns -1,06

SD36243 HVGI_TC214858 HVTIP2-2 ns -1,02
SD107796 SOGI_CA258556 SoTIP2-2 ns -1,52

SD7988 PAVIGI_TC25289 PVTIP2-2 ns 1,87

SD119963 SOGI_TC141059 SoTIP2-3 ns 1,93
SD21811 SOGI_TC118552 SoSIP1-1 ns 1,02
SD110293 SOGI_TC154548 SoSIP1-2 ns -1,20
SD192786 SOGI TC118424 SoNIP3-1 ns 1,36

*Banco [ NCBI (dbEST), Gene Index (OGI, PAVIGI, SBGI, SOGI, TAGI e ZMGI)] seguida do identificador da EST;

**|soformas precedidas das iniciais da espécie (Os - Oryza sativa ; Pv - Panicum virgatum; Sb - Sorghum bicolor ; So
- Saccharum officinarum; Ss - Saccharum sp.; Ta - Triticum aestivum e Zm — Zea mays); *** p < 0,05 (ns: ndo

significativo).
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Tabela 6. Perfil transcricional de unitags SuperSAGE anotadas para provaveis isoformas
de aquaporinas (respectivos dominios conservados) expressas em cana-de-aclcar para o
contraste [SD24T x SD24S] envolvendo bulks de gendtipos tolerantes versus sensiveis ao
déficit hidrico sob estresse (24 h ap6s supressdo de rega), e seus valores de modulacao
da expressao (FC: razao entre frequéncias da unitag na biblioteca tolerante sob estresse

em relagdo ao controle).

Unitag Bané?uls,l[:‘esr’;r ou Anotagao** ex glr“elselsgg*** FC
SD84960 NCBI_gi|35204947 SsTIP1-1 Maior transcrigcdo 6,98
SD149552 SOGI_TC132934 SoTIP1-1 Maior transcri¢cao 5,56
SD176664 PAVIGI_TC1107 PvPIP2-4 Maior transcri¢cdo 3,64
SD91605 SOGI_TC131971 SoNIP3-1 Maior transcri¢cao 3,19
SD36243 HVGI_TC214858 HVTIP2-2 Maior transcri¢cdo 2,58
SD187874 SOGI_TC127588 SoPIP1-3/PIP1-4 Maior transcri¢cao 1,99
SD241281 SOGI_TC117457 SoPIP1-5 Maior transcri¢cdo 1,99
SD256729 SOGI_TC135800 SoSIP1-2 Maior transcri¢cao 1,99
SD182878 SOGI_TC141709 SoTIP2-2 Maior transcri¢cdo 1,99
SD28080 SOGI_TC143544 SoPIP2-4 Maior transcri¢cao 1,81
SD119746 SOGI_TC141059 SoTIP2-3 Maior transcri¢cdo 1,51
SD250744 SOGI_TC123249 SoPIP2-1 Maior transcri¢cao 1,21
SD173276 SOGI_CA258556 SoTIP2-2 Maior transcri¢cdo 1,14
SD91837 SOGI_TC143544 SoPIP2-4 Menor transcrigdo -12,62
SD235379 SOGI_CA260922 SoPIP2-1 Menor transcri¢cao -5,88
SD20530 SOGI_TC154548 SoSIP1-2 Menor transcri¢cao -4,21
SD80613 NCBI_gi|35984968 SsTIP1-1 Menor transcri¢cao -2,44
SD80616 NCBI_gi|35204947 SsTIP1-1 Menor transcri¢cao -2,34
SD107793 SOGI_CA258556 SoTIP2-2 Menor transcri¢cao -1,78
SD241279 SOGI_TC117457 SoPIP1-5 Menor transcri¢cao -1,70

SD4247 SOGI_TC141059 SoTIP2-3 Menor transcri¢cao -1,70
SD176663 SOGI_TC114788 SoPIP2-6 Menor transcri¢cao -1,68
SD231437 SOGI_TC127588 SoPIP1-3/PIP1-4 Menor transcri¢cao -1,39
SD176669 OGI_TC412402 OsPIP2-1 Menor transcri¢cao -1,13
SD264077 NCBI_gi|35282126 SsPIP1-1 ns 3,83
SD241667 SOGI_TC117457 SoPIP1-5 ns -1,76
SD124481 PAVIGI_TC1063 PvPIP1-5 ns -1,18
SD172662 SOGI_CA206141 SoPIP2-1 ns 1,38
SD172960 PAVIGI_TC32996 PvPIP2-1 ns -1,26
SD176665 TAGI_CA620545 TaPIP2-1 ns -2,16
SD150707 SOGI_TC143544 SoPIP2-4 ns 1,98
SD172661 FAGI_TC19152 FaPIP2-4 ns 1,91
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Cont.

Unitag Bané?u/stEe?I ou Anotacao** ex er“éSsgg*** FC
SD198883 SOGI_TC124089 SoPIP2-5 ns 1,30
SD52731 TAGI_CA683725 TaPIP2-5 ns 1,26
SD148107 SOGI_CA107998 SoPIP2-6 ns 1,07
SD80612 SOGI_TC149516 SoTIP1-1 ns 1,03
SD138471 TAGI_TC379633 TaTIP1-1 ns -1,18
SD149554 NCBI_gi|35064519 SsTIP1-1 ns -1,26
SD19004 HVGI_TC231886 HvTIP1-1 ns 1,03
SD107796 SOGI_CA258556 SoTIP2-2 ns 1,42
SD37000 HVGI_TC214858 HvTIP2-2 ns 1,19
SD7988 PAVIGI_TC25289 PVTIP2-2 ns 1,87
SD119751 SOGI_TC141059 SoTIP2-3 ns -1,18
SD7987 PAVIGI_TC3325 PVTIP2-3 ns 1,87
SD21811 SOGI_TC118552 SoSIP1-1 ns 1,02
SD96918 SOGI_TC135800 SoSIP1-2 ns 1,11
SD202395 TC17927_PAVIGI PVNIP1-1 ns -1,03
SD265228 SOGI_CA102300 SoNIP1-2 ns 1,40
SD192786 SOGI_TC118424 SoNIP3-1 ns 1,35

*Sigla do banco ( HVGI, NCBI, PAVIGI, SOGI e TAGI) seguida do identificador da EST; **Isoformas precedidas
da sigla do nome da espécie ( Hv - Hordeum vulgare; Pv - Panicum virgatum; So - Saccharum officinarum; Ss -
Saccharum sp. e Ta - Triticum aestivum); *** Nivel de expressao significativa ou néo (ns), ao nivel de 5% de
probabilidade.



Tabela 7. Pefrfil transcricional de unitags SuperSAGE anotadas para provaveis isoformas de

aquaporinas (respectivos dominios conservados) expressas em cana-de-acUcar para O

contraste [SDTC x SDSC] envolvendo bulks de gendtipos tolerantes versus sensiveis em

condi¢des controle (sem supresséo de rega) e seus valores de modulacdo da expresséo (FC:

razao entre frequéncias da unitag na biblioteca tolerante sob estresse em relagcéo ao controle).

Unitag Banéloulsfesr;r ou Anotagao** ex er“e/Ssgg*** FC
SD173276 SOGI_CA258556 SoTIP2-2 Maior transcri¢cao 1879,46
SD150707 SOGI_TC143544 SoPIP2-4 Maior transcri¢céo 9,37

SD92576 SOGI_TC146696 SoPIP1-2* Maior transcric&o 8,44
SD176664 PAVIGI_FL885039 PvPIP2-1 Maior transcri¢céo 6,46

SD7990 NCBI_gi|35204947 SsTIP1-1 Maior transcri¢cao 6,16
SD176665 ZMGI_C0457652 ZmPIP2-1 Maior transcri¢céo 4,40
SD172661 SOGI_TC137502 SoPIP2-1 Maior transcri¢cao 3,75
SD176669 SOGI_TC149764 SoPIP2-6 Maior transcri¢cdo 3,24

SD91605 SOGI_TC131971 SoNIP3-1 Maior transcri¢cao 2,94
SD176663 0OGI_Cl146836 OsPIP2-4 Maior transcri¢cdo 2,49
SD176950 PAVIGI_TC1107 PaPIP2-4 Maior transcri¢cao 2,34
SD119746 SOGI_TC141059 SoTIP2-3 Maior transcri¢cdo 1,97

SD84963 SOGI_TC127858 SoPIP1-3/PIP1-4 Maior transcri¢cao 1,84
SD241279 SOGI_TC117457 SoPIP1-5 Maior transcri¢cdo 1,72

SD96918 SOGI_TC135800 SoSIP1-2 Maior transcri¢cao 1,35
SD182891 SOGI_TC120416 SoTIP2-2 Menor transcri¢cao -5,85
SD119963 SOGI_TC141059 SoTIP2-3 Menor transcrigdo -5,32
SD264077 NCBI_gi|35282126 SsPIP1-1 Menor transcri¢cao -4,26
SD231443 SOGI_TC127588 SoPIP1-3/PIP1-4 Menor transcri¢cao -4,26
SD224474 SOGI_TC143544 SoPIP2-4 Menor transcri¢cao -3,19

SD80613 NCBI_gi|35984968 SsTIP1-1 Menor transcri¢cao -2,43
SD110293 SOGI_TC154548 SoSIP1-2 Menor transcri¢cao -2,33
SD202395 PAVIGI_TC17927 PaNIP1-1 Menor transcri¢cao -1,85

SD21811 SOGI_TC118552 SoSIP1-1 Menor transcri¢cao -1,60
SD243880 SOGI_TC142624 SoPIP2-1 Menor transcri¢cao -1,52
SD159242 NCBI_gi|34919725 SsPIP1-1* ns -1,14
SD264450 OGI_TC443567 OsPIP1-3/PIP1-4 ns -1,07
SD124481 SOGI_TC117457 SoPIP1-5 ns 2,20
SD172662 ZMGI_C0457652 ZmPIP2-1 ns 1,17
SD221514 SOGI_TC133236 SoPIP2-1 ns 1,20

SD63093 OGI_CR291214 OsPIP2-2 ns -1,06
SD146617 0OGI_TC418960 OsPIP2-3 ns -1,07

SD65894 ZMGI_EC882623 ZmPIP2-3 ns -1,06

SD28080 SOGI_TC143544 SoPIP2-4 ns 1,05
SD198883 SOGI_TC124089 SoPIP2-5 ns -1,39
SD172663 TAGI_TC442144 TaPIP2-6 ns 1,76
SD138471 TAGI_TC379633 TaTIP1-1 ns -1,78
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Banco / EST ou

Nivel de

Unitag Cluster* Anotagao™ expressao*** FC
SD149552 SOGI_TC132934 SoTIP1-1 ns 2,20
SD239051 SBGI _TC112507 SbTIP1-1 ns 1,01

SD36243 HVGI_TC214858 HVTIP2-2 ns -1,02
SD107796 SOGI_CA258556 SoTIP2-2 ns -1,14
SD119859 SOGI_TC141059 SoTIP2-3 ns -2,66

SD46132 SOGI_CA113069 SoTIP4-2 ns 1,41

SD21810 SOGI_TC118552 SoSIP1-1 ns -1,07

SD96922 SOGI_TC154548 SoSIP1-2 ns -1,15
SD217703 SOGI_TC131971 SoNIP3-1 ns 1,17
SD192786 SOGI_TC118424 SoNIP3-1 ns 1,60

*Sigla do banco (HVGI, NCBI, OGI, PAVIGI, SBGI, SOGI, TAGI e ZMGI) seguida do identificador da EST; **Isoformas
Oryza sativa; Pv - Panicum virgatum; Sb -
Sorghum bicolor ; So - Saccharum officinarum; ; Ss - Saccharum sp.; Ta - Triticum aestivum e Zm - Zea mays);*** Nivel
de expressao significativa ou ndo (ns), ao nivel de 5% de probabilidade; *EST Sem dominio.

precedidas da sigla do nome da espécie (Hv - Hordeum vulgare; Os -

As participacdes das provaveis aquaporinas em cada contraste estudado,

considerando os totais para cada subfamilia e respectivas porcentagens das

aquaporinas diferencialmente expressas ou sem expressao diferencial, ao nivel

de 5% de probabilidade, durante o déficit hidrico de supresséo de rega por 24 h

(contrastes SD24T vs SDTC, SD24S vs SDSC e SD24T vs SD24S) e em

condicbes normais de rega (contraste SDTC vs SDSC), envolvendo gendétipos

tolerantes e sensiveis de cana-de-agucar, sdo apresentadas na Figura 6.
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a) SD24T vs SDTC b) $D24S vs SDSC

o ot 5(1%); R: 2
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) 4110 SD24T vs SD24S d) SDTC vs SDSC
: 4(8%); 1:1,
a 5(11%):1:1, RiteC2_

uPIP
uTIP
" SIP
=NIP

*| = induzidas, R = reprimidas e C = constitutivas.

Figura 6. Representatividade (total e percentual) das subfamilias de aquaporinas expressas em
cana-de-agUcar durante supressao de rega por 24 h (a, b e c) e em condi¢bes normais de rega (d),
envolvendo bulks de gendtipos tolerantes e sensiveis ao estresse. Bibliotecas SuperSAGE: SD24T
(bulk tolerante sob estresse; SD24S (bulk sensivel sob estresse); SDTC (bulk tolerante controle);

SDSC (bulk sensivel controle).

O numero de provaveis isoformas distintas de aquaporinas expressas, para
0s trés niveis de expresséo [induzida, reprimida e constitutiva (ndo significativa ao
nivel de 5% de probabilidade)], nos contrastes SD24T vs SDTC, SD24S vs SDSC,
SD24T vs SD24S e SDTC vs SDSC foram, respectivamente, 26 (de um total de
1.354 alinhamentos envolvendo 220 unitags e 459 ESTs), 28 (1.062 alinhamentos
envolvendo 194 unitags e 375 ESTs), 28 (1.231 alinhamentos envolvendo 179
unitags e 465 ESTs) e 28 (1.152 alinhamentos envolvendo 237 unitags e 337
ESTs).
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De todas as aquaporinas candidatas encontradas no contraste SD24T
versus SDTC (gendétipos tolerantes), quatro responderam exclusivamente ao
estresse: uma induzida, a SsPIP1-1 (unitag SD264077) com modulacdo da
expressao (Fold Change, FC) de 3,58 vezes superior no tolerante em relacdo ao
controle, e trés reprimidas, PvPIP2-2 (unitag SD176950, FC: -2,34), TaPIP2-
1(unitag SD176664, FC: -1,73) e PvNIP1-1(unitag SD202395, FC: -1,36). Oito
isoformas (PvPIP1-1, OsPIP2-3, OsPIP1-3/PIP1-4, ZmTIP1-1, TaTIP1-1, SbTIP1-
1, HvTIP1-1 e SoTIP4-2) apresentaram nivel de expressdo exclusivamente
constitutiva e variacdo nao significativa, para este contraste. Outras sete (SoTIP2-
3, SoTIP2-2, SoPIP1-3/PIP1-4, SoPIP1-5, SoNIP3-1, SsTIP1-1 e SoPIP2-4) foram
observadas em todos os trés niveis de transcricdo, ao passo que SoPIP2-5 e
SoTIP1-1 foram observadas sendo induzidas e reprimidas, SoPIP2-1, HvTIP2-2,
SoSIP1-1 e SoSIP1-2, além de constitutivas, também induzidas e SoPIP2-6
concomitantemente reprimida e constitutiva (Figura 7A).

O contraste SD24S vs SDSC (gendétipos sensiveis ao estresse) apresentou
PVPIP2-2 (unitag SD176665, FC: 4,83), HVTIP1-1 (unitag SD19004, FC: 1,96),
SoPIP2-6 (unitag SD176669, FC: 1,70) e OsPIP2-4 (unitag SD176663, FC: 1,66),
como provaveis isoformas exclusivamente induzidas pelo estresse; SsPIP1-1
(unitag SD264077, FC: -4,56), TaTIP1-1 (unitag SD138471, FC: -2,51) e PaNIP1-
1 (unitag SD202395, FC: -2,00) como exclusivamente reprimidas, e SoTIP2-2,
SoTIP1-1, SoPIP2-4, SoPIP2-1, SoSIP1-2, SoTIP2-3 e SsTIP1-1, nos trés niveis
de transcricdo. Além disso, SoPIP1-3/PIP1-4 apresentou-se induzida e também
reprimida, enquanto SoSIP1-1 e SoPIP1-5, além de constitutivas, foram também
observadas induzidas, e SoNIP3-1 tanto reprimida como constitutiva, sem

variacao significativa na expresséao (Figura 7B).
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Na condicdo estresse para os bulks de gendtipos analisados (SD24T vs
SD24S), a provavel aquaporina PvPIP2-4 (unitag SD176664, FC de 3,64) foi
exclusivamente mais induzida no bulk dos tolerantes em relacdo ao bulk dos
sensiveis, enquanto que OsPIP2-1 (unitag SD176669, FC: -1,13) foi
exclusivamente reprimida. Um total de 14 provaveis isoformas (SsPIP1-1,
PvPIP1-5, PvPIP2-1, TaPIP2-1, FaPIP2-4, SoPIP2-5, TaPIP2-5, TaTlP1-1,
HvTIP1-1, PvTIP2-2, PvTIP2-3, SoSIP1-1, PVvNIP1-1 e SoNIP1-2) ndo diferiram
nesta comparacdo, ao passo que SoTIP1-1, SoNIP3-1 e HvTIP2-2 foram
identificadas em todos os trés niveis de expressdo. Além dessas, SoPIP1-3/PIP1-
4 foi observada induzida e também reprimida; SoTIP1-1, SONIP3-1 e HvTIP2-2,
além de constitutivas, foram também observadas induzidas, enquanto que
SoPIP2-6 foi concomitantemente reprimida e constitutiva (Figura 7C).

O ultimo contraste, SDTC vs SDSC, representativo dos bulks de gendtipos
na condicdo controle, apresentou cinco provaveis isoformas [SoPIP1-2 (unitag
SD92576, FC: 8,44); PvPIP2-1 (unitag SD176664, FC: 6,46); SoPIP2-6 (unitag
SD176669, FC: 3,24); OsPIP2-4 (unitag SD176663, FC: 2,49); PaPIP2-4, unitag
SD176950, FC: 2,34) exclusivamente mais expressas no bulk tolerante em
relacdo ao sensivel e PaNIP1-1 (unitag SD202395, FC: -1,85), exclusivamente
reprimida. OsPIP1-3/PIP1-4, OsPIP2-2, OsPIP2-3, ZmPIP2-3, SoPIP2-5, TaPIP2-
6, TaTIP1-1, SoTIP1l-1, HvVTIP2-2 e SoTIP4-2 ndo apresentaram diferencas
significativas no nivel de transcritos, enquanto que SoTIP2-2, SoPIP2-4, SoPIP2-
1, SoTIP2-3 e SoSIP1-2 apresentaram todos os trés niveis de expressdo. Por
outro lado, SsTIP1-1 e SoPIP1-3/PIP1-4 foram observadas sendo induzidas e
também reprimidas, enquanto ZmPIP2-1, SoNIP3-1 e SoPIP1-5, além de

constitutivas, foram também induzidas, ao passo que SsPIP1-1 e SoSIP1-1 foram,
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por sua vez, reprimidas e constitutivas (Figura 7D).

A SD24Tvs SDTC B SD24S vs SDSC
Superexp. Reprimid Superexp. Reprimid

Constituti Constituti
c SD24T vs SD24S D SDTCvs SDSC
Superexp. Reprimid Superexp. Reprimid,

Constituti Constituti

Figura 7. Diagramas de Venn com a distribuicdo das provaveis isoformas de aquaporinas
expressas em cana-de-acUcar sob supresséo de rega por 24 h (A, B, e C) ou condi¢des controle
(D). Bibliotecas SuperSAGE: SD24T (bulk tolerante sob estresse; SD24S (bulk sensivel sob

estresse); SDTC (bulk tolerante sob condi¢des controle); SDSC (bulk sensivel controle).
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5.3. Unitags diferencialmente expressas entre 0s genétipos contrastantes

Visando identificar uma resposta diferencial dos gendétipos tolerantes em

relacdo aos sensiveis, a comparacao entre as unitags diferencialmente expressas

nos dois principais contrastes [SD24T vs SDTC (bulk dos gendtipos tolerantes sob

condicbes de supressao de 24 horas de rega versus controle) e SD24S vs SDSC

(bulk dos gendtipos sensiveis em condicdes de estresse versus controle)] permitiu

observar de 18 unitags induzidas no contraste de tolerantes, oito sendo

reprimidas no contraste de sensiveis, enquanto que as demais unitags nao

variaram significativamente a expresséo (Tabela 8). Por outro lado, oito de 22

unitags reprimidas no contraste de tolerantes foram observadas sendo induzidas

no constrate de sensiveis, ao passo que as demais (14) dessas 22 ndo variaram

significativamente ao estresse no contraste de sensiveis (Tabela 8).

Tabela 8. Unitags anotadas para aquaporinas com respostas distintas quanto ao nivel de expressao

entre dois contrastes envolvendo bibliotecas SuperSAGE oriundas de genotipos tolerantes (SD24T vs

SDTC) e sensiveis (SD24S vs SDSC) para supressao de rega (ap6s 24 h) em cana-de-acgucar.

FCno Nivel de FCno Nivel de

Unitag Anotacéao contraste expressao contraste expresséo
SD24T vs SDTC  (SD24T vs SDTC) SD24S vs SDSC SD24S vs SDSC

SD28082 SoPIP2-4 15,1 Inducéo -6,39 Represséo

SD243866 SoPIP2-1 13,51 Inducéo -15,97 Represséo

SD2444 ??/%TFl’Fil4 5,93 Indugéo -2.66 Repressido
SD119963 SoTIP2-3 5,56 Inducéo 1,93 N&o significativo

SD264077 SsPIP1-1 3,58 Inducéo 4,56 Repressédo
SD36243 HvTIP2-2 3,53 Inducéo 1,34 Né&o significativo

SD243874 SoPIP2-1 3,18 Inducéo 2,14 Represséo

SD119859 SoTIP2-3 3,18 Inducéo 2,66 Repressédo
SD231548 ;%Téii 3,18 Inducéo 1.28 Na&o significativo
SD36536 SoTIP1-1 2,97 Inducéo 1,9 Né&o significativo
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Cont.

FC no Nivel de FC no Nivel de
Unitag Anotacéao contraste expressao contraste expresséo
SD24T vs SDTC  (SD24T vs SDTC) SD24Svs SDSC  SD24S vs SDSC
SD182891 SoTIP2-2 278 Inducéo -5.85 Represséo
SD96919 SoSIP1-2 238 Inducéo -1,06 N&o significativo
SD84958 SsTIP1-1 2.02 Inducéo -1,82 Represséo
SD217703 SoNIP3-1 1,03 Inducéo -1,01 N&o significativo
SD21811 SoSIP1-1 1,65 Inducéo 1,01 N&o significativo
SD198883 SoPIP2-5 1,46 Inducéo 1,25 N&o significativo
SD28080 SoPIP2-4 1,23 Inducéo -1,39 N&o significativo
SD80612 SoTIP1-1 1,11 Inducéo -1,07 N&o significativo
SD91837 SoPIP2-4 -17,81 represséo 1,32 N&o significativo
SD243847 SoPIP2-1 7,5 represséo 1,6 N&o significativo
SD119919 SoTIP2-3* -6,56 represséo 1,61 N&o significativo
SD233575 38/%F|)I|3Fil4 -6.56 repressao 4,21 Inducéo
SD182871 SoTIP2-2 -6,09 represséo 1,63 N&o significativo
SD243911 SoPIP2-1 5,62 represséo 1,33 N&o significativo
SD19006 HvTIP1-1 5,16 repressao 4,67 Inducéo
SD231438 38/?3?'3'114 5,16 repressao 1,38 N&o significativo
SD84616 SoPIP2-5 -4.42 repressao 1,32 N&o significativo
SD173276 SoTIP2-2 3,33 represséo 496,29 Inducéo
SD7939 TaTIP1-1* -2.95 repressao 1,76 N&o significativo
SD80616 SsTIP1-1* 281 represséo 2.34 Inducéo
SD231440 ??/%IIDF|>Z14 -2.79 repressio 214 Na&o significativo
SD54851 SoPIP2-1 -2.53 repressao 1,87 N&o significativo
SD176663 OsPIP2-4* 251 represséo 1,66 Inducéo
SD194892 SoNIP3-1 234 repressao 1.6 N&o significativo
SD176669 SoPIP2-6 215 represséo 1,7 Inducéo
SD231437 ;%FI’F',TA: 1,89 repressao 115 Indug&o
SD205705 33/%7;14 1,87 repressao 1,14 N&o significativo
SD19005 HvTIP1-1* 1,87 repressao 1,84 N&o significativo
SD176664 SoPIP2-4 1,73 repressao 1,02 Né&o significativo
SD241279 SoPIP1-5 1,22 represséo 2.4 Inducéo

*Isoformas precedidas das iniciais da espécie (Hv - Hordeum vulgare;Os - Oryza sativa; So - Saccharum
officinarum; Ss - Saccharum sp. e Ta - Triticum aestivum). Bibliotecas: SD24T (bulk de gendtipos tolerantes sob
estresse; SD24S (bulk de genétipos sensiveis sob estresse); SDTC (bulk de gendtipos tolerantes sob condi¢des
controle); SDSC (bulk de gendtipos sensiveis sob condigbes controle). FC: razdo entre as frequéncias de uma
unitag presente na biblioteca sob estresse em relagao a biblioteca controle, de mesmos gendtipos.
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5.4. RTqPCR: Desenho de primers, padronizacdo das reagdes e teste de

validagcao da expresséo

As unitags anotadas consideradas superexpressas no contraste SD24T
versus SDTC e, ao mesmo tempo, observadas reprimidas ou ndo significativas no
contraste SD24S versus SDSC (Tabela 8), constituiram um universo de 48 ESTs
disponiveis para o desenho de primers. Foram entdo desenhados, seguindo
critérios descritos na metodologia, treze pares de primers especificos para cDNAs

de aquaporinas (Tabela 9).

Tabela 9. Primers para amplificacédo via RTgPCR, propostos de ESTs de aquaporinas de cana-de-
aculcar, respectivas unitags SuperSAGE associadas e modulagfes das expressdes génicas (FC)
observadas na biblioteca oriunda de gendtipos tolerantes (supressédo de rega, 24 h) sob estresse em

relacdo ao controle, sem estresse.

Unitag FC* CIIEuS;ér Banco** Aquaporina Primers (L e R)***
SD28082 1519 TC143544  SoGl SoPIP2-4 SAGATCATeCoCACCTICoTL
SD110963  55g  TCL41059  SOGI  SOTIP2:3  GhICuCCaTCTGCATCACCAC R
SD264077  g5g  Gii35203438) GBEST  SSPIPLL  accTelTCccTaTToTAG R
SD264077  35g  gi[35282126]  dbEST SsPIP1-1 T T &

TTCCTCTACATCACCATCCTCAL

SD264077 3g5g  TC128938  SoGl  SOPIP1-3/PIP1-4 )= O A ToT R

GACTCCCATGTTCCTATCCTTG L

SD231548 31g  TC127588  SoGI  SOPIP1-3/PIP1-4 S io ool o AT R

GGGGATACCAGTGGGTGTACT L

SD36536 g7  0i[35204947|  dbEST SsTIP1-1 O OAATCOAGAGAACTOATOA R
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Cont.

Unitag FC* CIIEuSs-I;ér Banco** Aguaporina Primers (L e R)***
SD96919  53g  TCI135800  SoGI SoSIP1-2 ol o
SD241667 53g  TCl17457  SoGl SoPIP1-5 Foaverivs et
SD96922 519 TC154548  SoGI SoSIP1-2 LA LN e pealic]
SD217703  1g3  TC118744  SoGl SoNIP3-1 ool e
SD217703 193 TC118424  SoGI SoNIP3-1 Al oot
SD21811 ;g5 TCL18552  SoGl SoSIP1-1 e e

*FC: razdo entre as frequéncias de uma unitag presente na biblioteca do bulk tolerante sob estresse em relagéo
a biblioteca controle; **Banco [NCBI (dbEST), Gene Index (SOGI)]; ***L: primer Left ,R: primer Right..

Em uma triagem inicial, para definir a concentracéo ideal dos primers (0,2 a
0,5 uM) e o ciclo inicial de detecgcao de amplificagcéo, foram testados seis pares de
primers para RTQPCR de aquaporinas e cinco para genes de referéncia (Tabela
10), visando verificar a eficiéncia em amplificar em triplicatas técnicas em cinco
diluicdes seriadas (concentrado, 1:10, 1:100, 1:1.000 e 1:10.000), cujas deteccdes

devem variar, em média, 3,3 ciclos limiares (Ct).
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Tabela 10. Teste de eficiéncia de primers de RTqPCR propostos para genes de cana-de-agUcar

visando amplificacéo de amostras a partir de raizes.

Gene EST / Cluster _ID Eficiéncia do primer ct diﬂiétiigéo
Genes de referéncia
25S rRNA Iskandar et al., 2004 Eficiéncia superior a 90% 19
GAPDH SoGI_TC531505 Eficiéncia superior a 90% 22
Histona Iskandar et al., 2004 Eficiéncia superior a 90% 26
B-Tubulina SoGIl_TC446900 Eficiéncia superior a 90% 25
Ubiquitina Paolacci et al., 2009 Eficiéncia superior a 90% 29
Aguaporinas
SoNIP3-1 SOGI_TC118744 N&o amplificou N.D.”
SoSIP1-2 SOGI_TC154548 N&ao amplificou N.D.
SoTIP2-3 SOGI_TC141059 Ct tardio 32
SoPIP1-3 /PIP1-4 SOGI_TC127588 Eficiéncia superior a 90% 25
SoPIP2-4 SOGI_TC143544 N&ao amplificou N.D.
SsPIP1-1 Gl_35203438 Eficiéncia superior a 90% 24

*Ciclo limiar, 1a deteccéo significativa da amplificagédo na diluicdo 1/10 do concentrado. N&o Definido.

A guantificacédo relativa, feita para dois primers funcionais especificos para
aquaporinas [SsPIP1-1 (unitag SD264077) e SoPIP1-3/PIP1-4 (unitag
SD231548)], a partir de cDNAs dos bulks de gendtipos tolerantes sob estresse
(SD24T) e condi¢des normais de rega (SDTC), bem como dos bulks de genétipos
sensiveis (SD24S, sob estresse e SDSC, controle) usando-se como genes de
referéncia 25S rRNA e GAPDH, monstrou para os dois alvos ndo haver diferencas
significativas nos niveis de trancricdo com os genes de referéncia utilizados
(Figuras 8 e 9). No contraste SD24T versus SDTC, SsPIP1-1 mostrou uma

expressao relativa de 0,772 vezes (Figura 8A) e SoPIP1-3/PIP1-4 de 1,043
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(Figura 8B). No contraste SD24S versus SDSC, SsPIP1-1 apresentou uma
expressao relativa de 1,154 vezes (Figura 9A), enquanto que SoPIP1-3/PIP1-4

apresentou 0,769 (Figura 9B).

Relative Expression Relative Expression

1,043*

Expression Ratio
-
E xpression Ratio

05

05

P -1 PIP1-301 -4

Figura 8. Quantificacdo relativa das provaveis isoformas SsPIP1-1 (unitag SD264077) (A) e
SoPIP1-3/PIP1-4 (unitag SD231548) (B), na comparacao entre o bulk de gendtipos tolerantes a
seca de cana-de-acUcar estressados (supressdo de rega 24 h) com o bulk de mesmos genétipos
na situacdo controle, utilizando-se como genes de referéncia 25S rRNA e GAPDH. #Expresséo
relativa (software REST versdo 2.0.13) com valor da mediana (pontilhado horizontal na caixa
colorida) e intervalo compreendendo 100% das observagfes (entre barras horizontais), sendo 50%

delas na caixa colorida (intervalo de confianca ao nivel de 95%).
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Figura 9. Quantificacdo relativa das provaveis isoformas SsPIP1-1 (unitag SD264077) (A) e
SoPIP1-3/PIP1-4 (unitag SD231548) (B), na comparacdo entre o bulk de gendtipos sensiveis a
seca de cana-de-acUcar estressados (supressdo de rega 24 h) com o bulk de mesmos genétipos
na situacdo controle, utilizando-se como genes de referéncia 25S rRNA e GAPDH. #Expresséo
relativa (software REST versdo 2.0.13) com valor da mediana (pontilhado horizontal na caixa
colorida) e intervalo compreendendo 100% das observacgdes (entre barras horizontais), sendo 50%

delas na caixa colorida (intervalo de confianca ao nivel de 95%).

Visando individualizar as respostas por genotipo, procedeu-se a “abertura
dos bulks”. Os resultados de expressao relativa considerando os dois genes-alvo
em relacdo aos genes de referéncia utilizados, para os diferentes gendétipos
tolerantes e sensiveis que compdem os bulks em questdo encontram-se na

Tabela 11, conjuntamente com os resultados de SuperSAGE.
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Tabela 11. Expresséo relativa de duas aquaporinas, SsPIP1-1 (unitag SD264077) e SoPIP1-
3/PIP1-4 (unitag SD231548), via técnica SuperSAGE (bibliotecas em bulks) e RTqPCR (tanto em
bulks quanto em gendtipos) feita a partir da comparacao de cDNAs de gendétipos de cana-de-agucar

tolerantes e sensiveis a seca sob supresséo de rega por 24 h com seus respectivos controles.

Alvo
SsPIP1-1 SoPIP1-3/PIP1-4
Técnica e material genético Modulacdo da expressao génica®
Tolerantes 3,58’/ inducdo 3,18/ inducéo
SuperSAGE* em bulks " "
Sensiveis - 4,56 [ repressdo 1,28 /ns
. Tolerante 0,772 I ns 1,043" I ns
RTgPCR" em bulks . 4 4
Sensivel 1,154" / ns 0,769" / ns
CTC6 1,652" / inducéo 1,271% I ns
RTgPCR" em Genétipos CTC15 0,740" / repressao 0,670" / repressao
Tolerantes SP83-2847 1,836" / inducdo 1,468" / indugo
SP83-5073 0,324" / repressao 0,383" / repressao
CTC9 1,030° / ns 1,205 / ns
RTGPCR* em Genatipos CTC13 0,635" / represséo 0,644" | represséo
Sensiveis SP90-1638 1,536" / ns 1,236" I ns
SP90-3414 0,324"  repressao 0,383" / represséo

Modulagéo da expressdo génica (“nivel de significancia de 5%): *Fold Change (FC= razdo das frequéncias
normalizadas para 1.000.000 da biblioteca estressa pelas frequéncias, igualmente nomalizadas para
1.000.000, da biblioeca controle); *Nivel de expressao relativa pelo software REST (v. 2.0.13). ns: ndo
significativo ao nivel estudado.

Em relacdo ao alvo SsPIP1-1 (unitag SD264077), para dois dos genaétipos
tolerantes (CTC6 e SP83-2847) foi observada uma maior expressdo na condi¢ao
de estresse (supressdo de rega) em relacdo aos respectivos controles de rega
normal (Tabela 11, Figuras 10A e 10C, respectivamente), concordando com a
expressdo observada com SuperSAGE. Para os genotipos tolerantes CTC15 e
SP83-5073 os resultados de expressao relativa para este alvo monstraram
repressdo apos o0 estresse aplicado (Tabela 11, figuras 10B e 10D,
respectivamente). Para o alvo SoPIP1-3/PIP1-4 (unitag SD231548), o gendtipo
tolerante CTC6, na comparagao da condicao estresse em relacdo ao controle,

ndo apresentou diferencas significativas nos niveis de transcricdo (Tabela 11,
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Figura 11A). Ja para o genotipo SP83-2847, o alvo SoPIP1-3/PIP1-4 apresentou
inducado de transcricdo durante o estresse (Tabela 11 e Figura 11C), sendo este
concordante com a expressao em bulk para SuperSAGE. Por outro lado, os
gendtipos tolerantes CTC15 e SP83-5073 reprimiram essa transcricdo durante a

supresséao de rega (Tabela 11, figuras 11B e 11D, respectivamente).

Relative Expression Relative Expression
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Figura 10. QuantificagcBes relativas para aquaporina SsPIP1-1 (unitag SD264077) obtidas a partir
de cDNAs de gendtipos tolerantes a seca de cana-de-agtcar [(A) CTC6, (B) CTC15, (C) SP83-
2847 e (D) SP83-5073] na condicdo de estresse (supressdo de rega 24 h), com relagdo aos
mesmos genotipos na situagcdo controle e em relagdo aos genes de referéncia 25S rRNA e
GAPDH. Expressao relativa (software REST versdo 2.0.13) com valor da mediana (pontilhado
horizontal na caixa colorida) e intervalo compreendendo 100% das observagfes (entre barras

horizontais), sendo 50% delas na caixa colorida (intervalo de confianga ao nivel de 95%).
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Figura 11. QuantificacGes relativas para aquaporina SoPIP1-3/PIP1-4 (unitag SD231548) obtidas
a partir de cDNAs de genotipos tolerantes a seca de cana-de-agucar [(A) CTC6, (B) CTC15, (C)
SP83-2847 e (D) SP83-5073] na condicdo de estresse (supressao de rega 24 h), com relagéo aos
mesmos genotipos na situacdo controle e em relacdo aos genes de referéncia 25S rRNA e
GAPDH. Expressao relativa (software REST versdo 2.0.13) com valor da mediana (pontilhado
horizontal na caixa colorida) e intervalo compreendendo 100% das observagfes (entre barras

horizontais), sendo 50% delas na caixa colorida (intervalo de confianca ao nivel de 95%).

Quando da abertura dos bulks de gendétipos sensiveis, o0 alvo SsPIP1-1
(unitag SD264077) apresentou para 0s genétipos CTC13 e SP90-3414 uma
repressdo significativa de transcricdo na condicdo de estresse em relacdo a

condigéo controle, concordante com dados de SuperSAGE em bulk (Tabela 11 e
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Figuras 12B e 12D). No entanto, a expressdo deste alvo n&o variou
significativamente com os gendtipos sensiveis CTC9 e SP90-1638, nas mesmas

condi¢Oes (Tabela 11 e Figuras 12A e 12C, respectivamente).
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Figura 12. QuantificagcBes relativas para aquaporina SsPIP1-1 (unitag SD264077) obtidas a partir
de cDNAs de gendtipos sensiveis a seca de cana-de-agucar [(A) CTC9, (B) CTC13, (D) SP90-
1638 e (D) SP90-3414] na condicdo de estresse (supressdo de rega 24 h), com relacdo aos
mesmos gendétipos na situacdo controle e em relacdo aos genes de referéncia 25S rRNA e
GAPDH. Expressao relativa (software REST versdo 2.0.13) com valor da mediana (pontilhado
horizontal na caixa colorida) e intervalo compreendendo 100% das observacdes (entre barras

horizontais), sendo 50% delas na caixa colorida (intervalo de confianca ao nivel de 95%).

Em relacdo ao alvo SoPIP1-3/PIP1-4 (unitag SD231548), este foi reprimido
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significativamente em dois dos quatro genétipos sensiveis (CTC13, Figura 13B, e
SP90-3414, Figura 13D), quando da comparacdo na condicdo de estresse em
relacdo aos controles respectivos. Para os genétipos CTC9 (Figura 13A) e SP90-
1638 (Figura 13D), os dados nédo variaram significativamente, em concordancia

com os dados de SuperSAGE em bulk.
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Figura 13. QuantificacBes relativas para aquaporina SoPIP1-3/PIP1-4 (unitag SD231548) obtidas
a partir de cDNAs de genotipos sensiveis a seca de cana-de-agucar [(A) CTC9, (B) CTC13, (D)
SP90-1638 e (D) SP90-3414] na condicdo de estresse (supressado de rega 24 h), com relacéo aos
mesmos genotipos na situacdo controle e em relacdo aos genes de referéncia 25S rRNA e
GAPDH. #Expresséo relativa (software REST versao 2.0.13) com valor da mediana (pontilhado horizontal na

caixa colorida) e intervalo compreendendo 100% das observacdes (entre barras horizontais), sendo 50%

delas na caixa colorida (intervalo de confianga ao nivel de 95%).

60



6. Discussao

6.1. Aquaporinas em cana-de-acucar

O tema aquaporina € atual e extensivamente estudado, cobrindo desde
fisiologia animal (Lucero et al. 2012) e humana (Di Giusto et al. 2012) a
osmoadaptacéo de microorganismos (Geijer et al. 2012) e vegetais (Ayadi et al.
2011, Hu et al., 2012, Liu et al., 2013). Apesar da relevante importancia fisiologica
e do envolvimento em varias funcdes durante o desenvolvimento das plantas e
sua aclimatacao frente a estresses abioticos e bidticos (Maurel et al., 2008), as
Gnicas aquaporinas descritas em cana-de-acucar foram descobertas
marginalmente em trabalhos de transcriptbmica, como no recente artigo de
Lembke et al. (2012), que a partir de um arranjo de 21,901 sondas de
oligonucleotideos de cana-de-acucar sob déficit hidrico detectaram 987 sondas
diferencialmente expressas, validando, via RTqQPCR, 17 genes, dentre 0s quais,
apenas uma aquaporina, a isoforma PIP2-5. Esse trabalho é, desta forma,
pioneiro em abordar especificamente as aquaporinas de cana-de-acucar,

derivadas de perfis transcricionais gerados a partir da técnica SuperSAGE.

6.2. Anotacdo das tags via BLASTn contra ESTs de bancos publicos de

gramineas

A eficiéncia da anotagédo esta relacionada com o banco de EST utilizado
(Kido et al., 2011). Neste caso, o SoGl (banco de dados publico compreendendo

atualmente 282.683 ESTs, que compdem 42.377 sequéncias TC (Tentative
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Consensus; agrupamentos de ESTs formando grandes transcritos virtuais; TGl,
2012) se apresentou como a melhor fonte para anotacédo de unitags de cana-de-
acucar, por ser composto de ESTs e TCs de Saccharum officinarum L. [uma das
espécies do complexo Saccharum sp. (D'Hont et al.,1996, Grivet e Arruda, 2002)]
e por estas apresentarem melhores descricbes do nome/funcdo do gene do que,
por exemplo, o banco dbEST, composto por 135.534 ESTSs, extraidas
basicamente de transcriptomas da cultivar SP80-3280 (hibrido Saccharum spp.),
oriundas do projeto brasileiro SUCEST-FAPESP (DBEST, 2012). Além disso, o
banco SoGI possibilitou ancorar quase a totalidade das unitags de aquaporinas
(260 das 289; Tabela 2), superando o dbEST em numero de alinhamentos e de
unitags envolvidas, com uma eficiéncia seis vezes superior (Tabela 2). Os
resultados sugerem que isto pode ter ocorrido, principalmente, ao tamanho das
sequéncias dos bancos envolvidos, pois 0 maior numero de alinhamentos
ocorrereu em sequencias TC (Tabelas 4, 5, 6 e 7). O banco dbEST se apresentou
como a segunda melhor fonte para 0 mapeamento, mas nao para anotacao,
devido as suas ESTs apresentam em sua maioria apenas referéncias ao clone da
qual a EST foi sequenciada.

Sorgo é o diploide mais préximo de S. officinarum (Dillon et al., 2007) e
dele se esperava uma identificagdo mais eficiente de isoformas de aquaporinas
em relacdo aos outros bancos de ESTs de gramineas menos relacionadas
taxonomicamente, mas apenas 19 unitags foram ancoradas em sete ESTs
(Tabela 2). Este fraco desempenho pode ser explicado principalmente pelo baixo
namero de ESTs disponiveis neste banco, apenas 46.043, sendo o segundo

menor banco utilizado (Tabela 2).
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6.3. A categorizagdo como alternativa para maximizar a identificacdo de

transcritos

A categorizacdo via ontologia génica, cobrindo os trés dominios (funcéo
molecular, processo biolégico e localizacdo celular; TGO, 2012), caracterizou
todas as 484 ESTs com unitags ancoradas (Tabela 2), mas muitos termos foram
comuns a proteinas ndo pertencentes a superfamilia MIP. Por exemplo, 42 ESTs
de aquaporinas so apresentavam o termo GO membrane, que apesar de presente
nas aquaporinas também é compartilhado por Auxin-induced protein 5NG4,
Dihydrolipoyl dehydrogenase, 50S ribosomal protein L5, NADH dehydrogenase
(ubiquinone) 1 alpha subcomplex 5 e varios outros genes. Entretanto, o termo GO
“water transport”, por sua vez, foi exclusivo as aquaporinas, e a busca utilizando
esse termo (como palavra-chave) aumentou a eficiéncia na identificagcdo de
transcritos de aquaporinas em aproximadamente 15 %, correspondendo a 230

alinhamentos dos 1.579 (Figura 5).

6.4. Perfil Transcricional das Aquaporinas de Cana-de-acUcar

Foram identificadas em média 28 isoformas de provaveis aquaporinas
expressas em raizes durante o estresse hidrico de supressdo de rega (24 h) e
condicdes de rega normal, nUmero que esta proximo da média da quantidade de
isoformas de aquaporinas encontradas nos vegetais — entre 31 no milho
(Chaumont et al., 2001, Bansal & Sankararamakrishnan, 2007) e 35 em A.
thaliana (Jang et al, 2004) a 39 isoformas no arroz (Bansal &

Sankararamakrishnan, 2007) e 71 no algoddo (Park et al., 2010) — e ja sendo
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superior ao dobro do numero presente nos vertebrados (de 11 a 13) (Zardoya,
2005, Magni et al., 2006).

A abundéancia de tipos de isoformas de aquaporinas de cana-de-agUcar
deve ser certamente maior, pois algumas isoformas de aquaporinas respondem
especificamente a determinados tecidos (Alexandersson et al., 2005) e estimulos
— salinidade (Boursiac et al., 2005, Zhu et al., 2005), congelamento (Aroca et al.,
2005, Yu et al.,, 2006), patégenos (Opperman, Taylor e Conkling, 1994),
micorrizacdo (Uehlein et al., 2006, Giovannetti et al., 2012), luminosidade (Lopez
et al., 2003, Vandeleur et al., 2009, Voicu, Cooke e Zwiazek, 2009), crescimento
celular (Hachez et al., 2006, Besse et al., 2011), entre outros. Porém, sO seria
possivel indicar o numero real de aquaporinas de cana-de-acUcar através do total
sequenciamento do genoma. No entanto, como essa cultura apresenta um dos
genomas mais complexos do reino vegetal, com um namero diploide que varia de
100 a 130 cromossomos, indicando uma alta taxa de poliploidia e aneuploidia

(Grivet e Arruda, 2002), seria necessario um investimento pesado para esse feito.

6.4.1. Abundancia das subfamilias de aquaporinas de cana-de-acUcar

expressas durante o déficit hidrico e o nivel da modulacéo da transcricao

As 19 unitags de provaveis aquaporinas mais transcritas foram das
subfamilias PIP e TIP (Tabela 3); um perfil semelhante ao estudo de referéncia de
Alexandersson e colaboradores (2005), que analisaram o perfil transcricional das
35 aquaporinas de Arabidopsis em trés tipos de tecidos (raizes, folhas e flores)
durante o déficit hidrico, concluindo, para todos os trés tecidos, que a maioria das

PIP e algumas TIP possuem altos niveis de expressao, enquanto que as NIPs
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apresentam niveis muito baixos de transcricdo. Zhu et al. (2005) também
confirmaram uma menor abundancia de NIP e SIP, em milho sob condi¢bes
controle (solugdo hidropbnica média, continuamente arejada, seguindo o0s
parametros de Gibeaut et al. (1997)), frente as PIP a TIP, que pode ser explicada
por suas especificidades de transporte (Wallace, Choi e Roberts, 2006), estando
NIP e SIP relacionas ao transporte de pequenos solutos (Maurel et al., 2008,
Bezerra-Neto, 2012).

Observou-se ainda que SIP e NIP foram as subfamilias de aquaporinas
menos responsivas a seca, chegando a NIP ndo ser detectada dentre as
superexpressas no contraste SD24S vs SDSC (bulks de gendtipos sensiveis,
Figura 6b), nem nas reprimidas no contraste SD24T vs SD24S (bulks de
gendtipos tolerantes, Figura 6¢), enquanto que a subfamilia SIP ndo apresentou
nenhuma isoforma nas reprimidas no contraste SD24T vs SDTC (Figura 6a).
Alexandersson e colaboradores (2005) também confirmaram que algumas
isoformas de SIP possuem pouca variacdo quanto a seca, principalmente a
AtSIP1-1 que foi considerada constitutiva.

O nivel de transcricdo variou, em média, em menos de 10 vezes (Tabelas
4, 5, 6 e 7), com excecdo da unitag SD173276 (anotada como SoTIP2-2), que
apresentou valores de modulacdo acima de quase duas mil vezes maior na
condicao controle (Tabela 7) e de quase 500 vezes no contraste de gendtipos
sensiveis (SD24S vs SDSC; Tabela 5). Alexandersson et al. (2005) também
observaram que a expressdo da maioria das aquaporinas ndo variou muitas
vezes sob déficit hidrico (nenhuma isoformas de aquaporina de Arabidopsis
variou a expressao mais que duas vezes até o sétimo dia de supressao de rega,

cujos tempos de tratamento foram: 0, 2, 5, 7, 9 e 12 dias). Visto que a supresséo
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de rega no presente caso foi de apenas 24 horas, devido ao intuito de se estudar
a resposta imediata desses genotipos sob estresse, a modulagdo expressiva da
unitag acima é vista como um relevante indicador do potencial desta unitag e de

sua regulagéo para estudos futuros.

6.4.2. Isoformas identificadas no contraste SD24T vs SDTC

Para o contraste que compara a diferenca nos niveis de expressdo em
bulks de gendétipos tolerantes ao déficit hidrico sob condicBes contrastantes
(supressao de rega e controle), foi possivel identificar, a partir de um diagrama de
Venn (Figura 7), dentre as 27 isoformas encontradas de aquaporinas (Tabela 4),
quatro alvos potenciais: a isoforma exclusivamente induzida SsPIP1-1 (unitag
SD264077) e trés exclusivamente reprimidas, PvPIP2-2 (unitag SD176950),
TaPIP2-1(unitag SD176664) e PvNIP1-1(unitag SD202395). Estes sdo potenciais
alvos para posterior utilizacdo no melhoramento genético via selecéo assistida por
PCR em tempo real (Real-time PCR-assisted selection) (Terzi et al., 2005) ou via
cisgenia, insercdo de genes em cultivares diferentes de uma mesma espécie
(Schouten, Krens e Jacobsen, 2006), procedimento ja demonstrado com sucesso
em cultivares de macéa pela equipe de Joshi et al. (2011), que inseriram genes de
resisténcia a Sarna da macieira, sob promotor do gene da enzima rubisco, em
variedades susceptiveis ao patégeno.

No sentido de uso futuro no melhoramento genético, em um trabalho atual
se concluiu que a mesma isoforma PIP1-1 (unitag SD264077) observada neste
trabalho como sendo induzida nas analises de bioinformatica e validada via

RTgPCR para dois gendtipos tolerantes (CTC6 e SP83-2847) e dois sensiveis
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(CTC13 e SP90-3414), promovia resisténcia em arroz ao estresse salino (Liu et
al., 2013). Esta isoforma também esteve envolvida com a reidratacdo apos o
estresse de resfriamento em variedades tolerantes de arroz (Yu et al., 2006), em
respostas ao déficit hidrico e diurno em videira (Vandeleur et al., 2009) enquanto
a superexpressdo da PIP1-1 de arroz acentuou a tolaréncia ao déficit hidrico e ao
estresse salino em transgénicos de Arabidopsis (Guo et al., 2006). Portanto, os
resultados aqui obtidos de bioinformética, junto com os resultados de validacdo
em diferentes gendtipos de cana-de-acucar via RTgPCR, em conjunto com as
conclusdes da literatura, sugerem a isoforma SsPIP1-1 como um promissor alvo
tanto para cisgenia quanto para uso como marcador molecular para selecéo
assistida por PCR em tempo real.

A PIP2-2, uma das trés provaveis isoformas de aquaporinas observadas
exclusivamente reprimidas neste contraste entre tolerantes (com FC de -2.34,
respectivamente, Tabela 4) foi reprimida em mais de quatro vezes em Arabidopsis
sobre déficit hidrico de 12 dias (Alexandersson et al., 2005), indicando estas
isoformas, ap6s as necessarias validacbes via PCR em tempo real, como
candidatas também a alvos como marcadores moleculares para selecao assistida
por PCR em tempo real, mas com indicacdo de sensibilidade ao estresse em
questdo. Isto é reforcado pela observacdo da isoforma PIP2-1 com expressao
reprimida em cevada sob estresse salino (Katsuhara et al., 2002), sendo que,
posteriormente, se observou que a expressao dessa aguaporina causou um
aumento na sensibilidade a salinidade em plantas transgénicas de arroz
(Katsuhara et al., 2003). Esse potencial também ¢é reforcado pelo fato de
compartilhamento de muitas vias de respostas entre 0s estresses de seca e de

salinidade (Mahajan e Tuteja, 2005, Huang et al., 2012).
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As provaveis isoformas SoPIP2-5 e SoTIP1-1 observadas induzidas e
reprimidas, SoPIP2-1, HvVTIP2-2, SoSIP1-1 e SoSIP1-2, além de constitutivas,
também induzidas e SoPIP2-6 concomitantemente reprimidas e constitutivas,
necessitam, por sua vez, de uma confirmacdo de seus perfis transcricionais
através de validacBes via RTqPCR, que confirmard ou ndo algumas dessas
aquaporinas como alvos Uteis em programas de melhoramento. Neste sentido,
Jang et al. (2007) concluiram que a aquaporina PIP2-5 (concomitantemente
induzida e reprimida neste trabalho) reduziu a tolerdncia a seca de plantas
transgénicas de Arabidopsis e tabaco que a superexpressaram. Essa equipe
também observou que a expressao de PIP2-5 influencia os niveis de transcricéo
de outras aquaporinas PIP e H'-ATPases [enzimas que regulam o pH
citoplasmatico, cujos niveis de H* interferem no controle da abertura/fechamento
dos canais das aquaporinas — aquaporin gating (Tournaire-Roux et al., 2003)].
Esta isoforma foi validada via RTqPCR por Lembke et al. (2012), que concluiram
ser esta isoforma reprimida sob déficit hidrico, 72 horas de supressao de rega,
apesar da inducdo observada via arranjo de oligonucleotideos, reforcando a
expressao controversa observada com SuperSAGE ja com 24 h de supressao de
rega. Portanto, ao menos para genétipos de cana-de-agucar tolerantes, espera-se
que essa aquaporina obtenha uma repressao de sua expressdo em resposta a

Seca.

6.4.3. Isoformas identificadas no contraste SD24S vs SDSC

As isoformas diferencialmente expressas para o contraste SD24S vs SDSC

possuem importancia no sentido de se tragcar um perfil de aquaporinas
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diferencialmente expressas durante o déficit hidrico por gendétipos sensiveis ao
estresse. Logo, as quatro isoformas exclusivamente induzidas — PvPIP2-2 (unitag
SD176665), HvTIP1-1 (unitag SD19004), SoPIP2-6 (unitag SD176669) e OsPIP2-
4 (unitag SD176663) e as trés exclusivamente reprimidas (SsPIP1-1 (unitag
SD264077), TaTIP1-1 (unitag SD138471) e PaNIP1-1 (unitag SD202395) —
podem servir também como marcadores moleculares funcionais para selecao
assistida por PCR em tempo real, cujos genoétipos que apresentarem esse peffil
de transcricdo predominante seriam indicativos de sensibilidade ao estresse.
Entretanto, maiores estudos sdo necessarios para indicar o real valor de cada
isoforma nessa resposta combinada.

SsPIP1-1 (unitag SD264077), mesma isoforma e unitag induzida (3,58
vezes) no contraste envolvendo gendtipos tolerantes (SD24T vs SDTC),
apresentou um nivel de expressdo completamente oposto (-4,56) nos genotipos
sensiveis em condi¢cdes de estresse (SD24S vs SDSC). De modo contrério,
gquanto a expressdo, a isoforma PVPIP2-2, exclusivamente reprimida nos
gendtipos tolerantes durante o estresse, mostrou regulacdo transcricional
completamente oposta nos gendtipos sensiveis, sendo exclusivamente induzida.
Logo, ambas isoformas aparecem como forte candidatas a alvos para, além da
selecdo assistida por PCR em tempo real, também para cisgenia, sendo

esperadas respostas contrastantes para genotipos portadores dessas isoformas.

6.4.4. Isoformas presentes nos contrastes SD24T vs SD24S e SDTC vs SDSC

Isoformas presentes no contraste SD24T vs SD24S sédo expressas pelos

genotipos tolerantes em relagdo aos sensiveis, na condicdo de estresse. Nesta
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comparacao vale ressaltar as duas isoformas: PvPIP2-4 (unitag SD176664,
exclusivamente mais induzida no bulk dos tolerantes em relacdo ao bulk dos
sensiveis) e OsPIP2-1 (unitag SD176669, exclusivamente reprimida em relacéo
aos mesmos bulks). Sob este ponto de vista, de expressdes contrastantes nas
respostas ao estresse de genotipos tolerantes e sensiveis durante o estresse,
ambas poderiam ser indicadas como alvos para estudos futuros. A isoforma
PVPIP2-4, cuja unitag (SD176664) se mostrou reprimida no contraste envolvendo
0s gendtipos tolerantes (Tabela 4), constitutiva e sem diferencgas significativas, no
contraste de gendtipos sensiveis ao estresse (Tabela 5) e induzidas nos dois
contrastes envolvendo os grupos divergentes de gendtipos (Tabelas 6 e 7).
Levando a crer que essa isoforma é mais expressa em condigcdes normais de
rega, em genaotipos tolerantes. A recomendacdo dessa aquaporina para estudos
futuros seria fortalecida, principalmente, ao se considerar que em milho a PIP2-4
foi induzida, apds duas horas de aplicacdo de estresse salino, durante fase de
recuperacdo do potencial osmoético (Zhu et al., 2005). Logo, devido ao
compartilhamento de muitas vias de respostas entre seca e salinidade (Mahajan e
Tuteja, 2005, Huang et al., 2012), a real participacdo dessa isoforma na resposta
ao déficit hidrico, merece ser investigada.

Para a segunda isoforma, OsPIP2-1, aquaporina da qual a expressao
aumentou a sensibilidade a salinidade em plantas transgénicas de arroz
(Katsuhara et al.,, 2003), cuja unitag (SD176669) se mostrou reprimida no
contraste envolvendo os genotipos tolerantes (Tabela 4), induzida no contraste de
genotipos sensiveis ao estresse (Tabela 5) e reprimida nos dois contrastes
envolvendo os grupos contrastantes de gendtipos (Tabelas 6 e 7), e que seria,

portanto, mais expressa tanto nas condicbes de estresse quanto controle, em
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gendtipos sensiveis do que tolerantes ao estresse, esse comportamento
diferencial também fortaleceria essa recomendacao.

A comparacdo entre o0s controles permitiu identificar as aquaporinas
expressas em condi¢cdes normais de rega. Nessa condi¢cao, genotipos tolerantes
apresentaram mais transcritos que os genétipos sensiveis, para cinco provaveis
isoformas (SoPIP1-2, unitag SD92576; PvPIP2-1, unitag SD176664; SoPIP2-6,
unitag SD176669; OsPIP2-4, unitag SD176663; PaPIP2-4, unitag SD176950) e
apenas uma foi exclusivamente menos transcrita nos tolerantes em relagéo aos
sensiveis (PaNIP1-1, unitag SD202395). Esse perfil de aquaporinas pode servir
como referéncia para outros estudos com estresses, levando-se em conta que a
modulacdo da expressao génica das MIPs vegetais pode ser afetada por
diferentes estimulos e tecidos. Em arroz, por exemplo, a aquaporina OsAQP
(idéntica a OsTIP1;1) é superexpressa em folhas, durante a seca, salinidade e

baixas temperaturas, mas € reprimida nas raizes (Liang et al., 2012).

6.4.5. Alvos com resposta diferencial entre os gendétipos contrastantes

A presenca de um grande numero de isoformas idénticas em diferentes
niveis de expressao encontradas em todos os contrastes (Figura 8) pode ser
explicada pela alta taxa de poliploidia e aneuploidia dos hibridos do complexo
Saccharum spp. (Grivet e Arruda, 2002) e/ou pelo alto grau de semelhanca entre
as sequéncias que codificam essas aquaporinas (Bezerra-Neto, 2012), resultado,
em parte, do alto grau de duplicacdo génica das MIPs vegetais, muito superior ao
dos vertebrados, devido as grandes pressdes ambientais nas quais as plantas

foram e estdo frequentemente expostas (Zardoya, 2005, Soto et al., 2012).
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Por outro lado, todas as 40 unitags com resposta diferencial, 16 com
respostas opostas e 24 com respostas distintas — inducdo ou repressdo nos
tolerantes e ao mesmo tempo sem variagdo significativa nos sensiveis e vice-
versa (Tabela 8), sdo importantes para estudos aplicados ao melhoramento da
cana-de-acucar frente ao déficit hidrico, pois essas respostas diferenciais séo
indicativas de tolerancia ou sensibilidade.

Trés dos cinco alvos exclusivamente diferencialmente expressos para o
contraste SD24T vs SDTC, o unico induzido (SsPIP1-1, unitag SD264077) e dois
reprimidos — TaTIP1-1 (unitag SD7939) e SoPIP2-4 (unitag SD176664), obtiveram
respostas desiguais no contraste entre os sensiveis (SD24S vs SDSC), sendo
SsPIP1-1 com resposta completamente oposta nos tolerantes comparada a dos
sensiveis e as reprimidas na resposta tolerante, TaTIP1-1 e SoPIP2-4, nao
apresentaram diferenca significativa na expressao no contraste sensivel (Tabela
8). Isto torna estes trés alvos ainda mais atraentes para serem utilizados em
programas de melhoramento genético.

Jé& as isoformas exclusivamente diferencialmente expressas nos sensiveis
em resposta a seca apresentaram duas das quatro isoformas exclusivamente
superexpressas — SoPIP2-6 (unitag SD176669) e OsPIP2-4 (unitag SD176663) e
apenas SsPIP1-1 (unitag SD264077) entre as trés exclusivamente reprimidas
demonstraram respostas distintas as do contraste SD24T vs SDTC. Essas trés
isoformas obtiveram respostas opostas — inducao nos tolerantes e repressao nos
sensiveis para SsPIP1-1 e Inducdo de SoPIP2-6 e OsPIP2-4 nos sensiveis e
repressdo nos tolerantes (Tabela 8). Portanto, a isoforma SsPIP1-1, &, sem
davidas, um alvo prioritario ao melhoramento da cana-de-acucar e SoPIP2-6 e

OsPIP2-4 também podem ser utilizados como marcadores moleculares e / ou
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alvos para cisgenia.

6.5. Padronizacdo das reagbes de RTQPCR: testes de primers de

aguaporinas e genes de referéncia

Exemplos recentes da literatura demonstram a aplicabilidade da RTgPCR
para observacao das variagbes na expressao génica de transcritos de aquaporina
em gramineas, como os trabalhos em milho (Gu et al., 2012) e em cana-de-
acucar (Lembke et al.,, 2012). Na padronizacdo das reacdes de RTgPCR, a
melhor concentracdo observada para os primers propostos foi de 0,5 puM, sendo a
melhor diluicdo dos cDNAs em estudo, de 1/10. Considerando que para validacao
da expresséao de genes via RTgPCR sao requeridos preferencialmente trés genes
de referéncia (Pfaffl et al., 2004), os cinco genes escolhidos neste trabalho como
de referéncia amplificaram eficientemente as amostras, sendo 0s primers para
GAPDH e B-Tubulina desenhados neste projeto. Os genes de referéncia GAPDH
e 25S rRNA embasaram os ensaios de expressao relativa deste trabalho. Dos
seis primers escolhidos como alvo para padronizacdo das reacfes de PCR em
tempo real, trés amplificaram, mas apenas dois de modo eficiente (para SsPIP1-1
e SoPIP1-3/PIP1-4). Para estes dois alvos, os resultados de RTgPCR néo
mostraram diferencas significativas na expressao relativa comparando-se os bulks
tolerante ou sensivel em condicdo de estresse em relacdo aos respectivos
controles, e em relacdo aos dois genes de referéncia GAPDH e 25S rRNA,
diferindo parcialmente dos resultados de SuperSAGE obtidos em bulks (a inducéo
no bulk tolerante ndo foi confirmada para os dois alvos e nem a repressao com o

bulk sensivel para o alvo SsPIP1-1). Tal fato mostra a dificuldade de validacdo de
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dados de expressdo génica da metodologia aplicada (SuperSAGE) a partir de
uma segunda (no caso, RTgPCR), quando se utiliza da estratégia de maximinizar
informacdes, a partir da geracao artificial de bulks ou com objetivo de minimizar
custos de geracdo e sequenciamento de bibliotecas. Neste caso, além dos
custos, a geracdo de bulks de gendtipos diferentes se justifica pelo aumento da
possibilidade de reunido de genes favoraveis advindos desses genétipos e da
contribuicdo diferencial de vias metabdlicas distintas, que estardo sendo utilizadas
para expressao da toleréncia ao carater, visto que a tolerancia ao déficit hidrico é
uma caracteristica complexa (Denby e Gehring, 2005, Valliyodan e Nguyenque,
2006) da qual a resposta a seca depende de multiplas vias (Bray, 1993,
Shinozaki, Yamaguchi-Shinozaki e Motoaki Seki, 2003).

A estratégia de validacdo por genoétipo, com a “abertura dos bulks”, no
entanto, possibilitou a validacdo dos dados de SuperSAGE para os alvos
estudados, em determinados gendtipos, que devem ter contribuido para a
resposta conjunta observada em bulk. Desta forma, os resultados de SuperSAGE
de inducéo observada no bulk tolerante, para o alvo aquaporina SsPIP1-1, devem
ter sido oriundos de ao menos dois dos quatro gendtipos tolerantes (CTC6 e
SP83-2847). Logo, os dados sujerem que esses genétipos CTC6 e SP83-2847
possam estar superexpressando essa provavel aquaporina (SsPIP1-1) como
parte da resposta desses a uma maior tolerancia ao estresse em estudo, de forma
semelhante ao reportado para videira, em que a mesma isoforma esteve
altamente expressa em raizes (RTqQPCR), em resposta também ao déficit hidrico
de supressédo de rega de 8 dias (Vandeleur et al., 2009). Dando suporte a esses
dados, esta o relato de superexpressao (em raiz e folha) de PIP1-1 de arroz (nas

primeiras 24 h) em transgénicos de Arabidopsis, acentuando a tolerancia ao
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déficit hidrico (200 mM de manitol) e ao estresse salino (100 mM de NaCl; Guo et
al., 2006).

Para o bulk de sensiveis, observada como repressdao com SuperSAGE
para o mesmo alvo, esta foi confirmada também por dois dos quatro genétipos
sensiveis (CTC13 e SP90-3414), validando a expressao.

Em relacdo ao outro alvo (aquaporina SoPIP1-3/PIP1-4), a inducéo
observada com SuperSAGE deve ter sido decorrente da elevada expresséo
relativa demonstrada pelo gendtipo tolerante SP83-2847. As PIP1-3 e PIP1/4 por
serem altamente semelhantes s&do agrupadas como uma Unica isoforma,
conforme andlises filogenéticas de sequéncias de aminoacidos de aquaporinas
PIP de cevada, sendo filogeneticamente mais distantes da PIP1-1 (tanto em
cevada quanto em arroz; Horie et al., 2011), alvo também de validacdo em nosso
estudo.

Isoformas de PIP1-3 e PIP1-4 de Arabidopsis thaliana elevaram o nivel de
transcricdo em RTgPCR em mais de cinco vezes (nas primeiras 48 h de
estresse), em condicdes de seca (250 mM de manitol), tanto em raizes quanto em
folhas, como também em respostas a salinidade (150 mM de NacCl) e resfriamento
(Jang et al., 2004). Por sua vez, a superexpressao de uma PIP1-3 em plantas
transgénicas de arroz com aquaporina (de arroz) fusionada com promotor
constitutivo de milho mostrou acentuada tolerancia ao estresse de resfriamento
(Matsumoto et al., 2009). No entanto, com relacéo ao transporte de agua a PIP1-
3, que parece ser menos permeavel a adgua (Matsumoto et al., 2009), atuaria
melhor em conjunto com membros do subgrupo PIP2, cujas analises in silico
mostraram-se, em sua maioria, reprimidas.

A definicAo de um protocolo em cana-de-agucar para validacdo via
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RTgPCR de alvos potenciais com base em unitags SuperSAGE, como os aqui
apresentados para PIP1-1 e PIP1-3/1-4, com uso de genes de referéncia
eficientes, igualmente propostos, serd util para definicdo futura de um painel de
marcadores moleculares funcionais, tendo por base perfis de expresséo validados
em genotipos adequados. O uso desse painel de marcadores moleculares servira
como base para os melhoristas aplicarem a selecdo assistida, identificando
genotipos de cana-de-agUcar mais adequados para 0s estresses abibticos, como

0 aqui abordado.
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7. Conclusdes

no

O presente trabalho, pioneiro em abordar especificamente o tema aquaporinas

transcriptoma de cana-de-acucar oriundos de perfis transcricionais

SuperSAGE, de raizes de gendtipos tolerantes e sensiveis a supressao de rega

de 24 h, permitiu concluir que:

1.

A melhor fonte para anotacdo de unitags de cana-de-agUcar, dentre as bases
de dados de ESTs de gramineas utilizadas, correspondeu ao banco de dados
publico SoGl (S. officinarum, Gene Index), que permitiu ancorar quase a
totalidade das unitags anotadas para aquaporinas;

A estratégia de categorizar via Ontologia Génica (GO) as ESTs observadas
ancorando unitags aumentou a eficiéncia da anotacdo (z15%), com uso do
termo “water transport”, exclusivo as aguaporinas;

A metodologia empregada permitiu detectar nos transcriptomas avaliados,
representantes das quatro subfamilias de aquaporinas descritas em vegetais
superiores (PIP, TIP, SIP e NIP). Sugerindo também para cana-de-acucar o
emprego dos mesmos mecanismos gerais de transporte de agua e pequenos
solutos aqueles descritos comumente para as plantas;

Um numero meédio de 28 isoformas de provaveis aquaporinas foi observado
sendo expresso, com base nas unitags SuperSAGE, em cana-de-acUcar apos
24 horas de supressao de rega e/ou em condi¢des controle, sem estresse;

As subfamilias de aquaporinas com maiores niveis de transcritos em cana-de-
acucar, com base nas unitags SuperSAGE, foram PIP e TIP. As subfamilias
SIP e NIP, além de menos transcritas, foram também menos responsivas ao

déficit hidrico estudado (supressao de rega, 24 h);
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6. O nivel de expresséo de quase totalidade das aquaporinas de cana-de-agucar,
com base nas unitags SuperSAGE, variou, em média, em menos de 10 vezes
com a aplicacdo do estresse, tanto nas respostas dos gendtipos tolerantes
quanto na de sensiveis;

7. Foi possivel propor um protocolo para validar as expressées das unitags via
RTgPCR, bem como um conjunto de cinco pares de primers que se mostraram
funcionais como genes de referéncia (25S rRNA, GAPDH, Histona, B-Tubulina
e Ubiquitina) nas amostras de cDNAs de raizes de cana-de-acUcar, além de
dois pares de primers para aquaporinas PIP (SsPIP1-1 e PIP1-3/1-4), com
base em alvos obtidos neste trabalho, cujas expressdes foram validadas em
genotipos de cana-de-acgucar pertencente aos bulks tolerantes ou sensiveis ao

estresse em estudo.
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