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RESUMO

A cana-de-acucar € uma importante graminea, muito utilizada como fonte de
energia renovavel, a partir da producdo do etanol. Seu cultivo enfrenta perdas
significativas devido a estresses ambientais, incluindo a seca. A tolerancia a
estresses € influenciada por genes regulados por fitorménios. O presente trabalho
identificou transcritos das vias de transducédo de sinal por fitormonios em cana-de-
acucar apoés 24 h de supressao de rega, e validou parte das expressfes por RT-
gPCR. Para tanto, unitags SuperSAGE identificadas em ESTs de cana-de-agucar
foram alinhadas (BlastN) com transcritos de sorgo de oito vias (KEGG). Com base
nos resultados foi possivel: a) identificar nas oito vias estudadas, transcritos de
cana-de-acucar com unitags diferencialmente expressas; b) mapear componentes
previstos (43 - 100 %) nas vias, em respostas a seca; C) propor nove primers
eficiencites para RT-qPCR, amplificando componentes de quatro das vias
analisadas; d) identificar respostas individualizadas, de acessos tolerantes e
sensiveis, nas orquestracdes das vias de sinalizacdo do ABA, JA, SA e GA.
Assim, a via de sinalizacdo por ABA foi confirmada nos acessos tolerantes CTC15
e SP83-5073 (também no acesso sensivel SP90-3414); por JA, no acesso
tolerante SP83-2847 (e nos sensiveis CTC9 e CTC13); por SA, no acesso
tolerante SP83-5073 (e no sensivel CTC9); e por GA, no acesso tolerante SP83-
2847. Em conjunto, os resultados contribuem para uma melhor compreensao das
respostas de tolerancia da planta ao estresse estudado, a partir da acdo dos
fitormdnios expressos por diferentes acessos de cana-de-acucar.

Palavras-chave: Saccharum spp. SuperSAGE. Estresse  Abidtico.
Bioinformética



ABSTRACT

Sugarcane is an important crop as a source of renewable energy through the
production of ethanol. Its cultivation is facing significant losses in crop production
due to environmental stresses, mainly drought. The plant stress tolerance is
influenced by genes regulated by phytohormones, compounds of great importance
in plant physiology. The present work identified transcripts of the signal
transduction pathways by phytohormones in sugarcane after 24 h water
suppression, also validating their expression profiles by RT-gPCR. Thus,
SuperSAGE unitags identified in sugarcane ESTs were aligned (BlastN) with
sorghum transcripts of eight phytohormones signalling transduction pathways from
the KEGG database. Based on the results it was possible to: a) identify, in the
eight pathways studied, sugarcane transcripts with differentially expressed
unitags, in response to the stimulus; b) map, between 43 - 100% of the
components predicted in pathways, in response to drought; c) to propose nine
primers effucient for RT-gPCR, to amplify components of four of the pathways
analyzed; d) identify individualized responses, tolerant and sensitive, in the
orchestrations of signaling pathways for ABA, JA, SA and GA. Therefore, the ABA
signaling pathway was confirmed in the CTC15 and SP83-5073 tolerant accesses
(also in SP90-3414 sensitive access), by JA, in the SP83-2847 tolerant access
(and in the CTC9 and CTC13 sensitives); by SA, in the SP83-5073 tolerant access
(and in the CTC9 sensitive); and by GA, in the SP83-2847 tolerant access. On the
whole, the results contribute to a better understanding of the tolerance responses
of the plant to the studied stress, based on the action of the phytormons
expressed by different accesses of sugarcane.

Keywords: Saccharum spp. SuperSAGE. Abiotic Stress. Bioinformatic
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1 INTRODUCAO

A cana-de-agucar (Saccharum spp.), cultivada no Brasil desde 1532, € uma
importante graminea pertencente ao género Saccharum, tribo Andropogoneae e
familia Poacea. Sua importancia econdmica decorre de suas varias utilidades,
podendo ser usada como forragem, in natura, na alimentagcdo animal, como
matéria-prima na fabricacdo de rapadura e aguardente, além de ser utilizada
como fonte de energia renovavel, por meio da producéo do etanol. Devido a sua
ampla empregabilidade e extenso cultivo em territério nacional, a cana-de-acucar
apresenta alto valor estratégico, sendo vigorosamente estudada e alvo de
programas bastante ativos de melhoramento genético. Entretanto, tal cultura sofre
perdas severas decorrentes de estresses, tanto bidticos quanto abidticos. O
Estado de Pernambuco possui uma area territorial de aproximadamente 100 mil
Km?, sendo que areas suscetiveis a desertificacdo correspondem a cerca de 90 %
desse total. O enfrentamento dessa vulnerabilidade é parte da politica publica do
Estado, que ganha forca com a iniciativa de transposicao do rio Sao Francisco.

Condi¢cbes ambientais ndo favoraveis tém influéncia negativa no
crescimento vegetal, resultando em um menor rendimento das culturas no campo.
Seca, deficiéncia mineral, alta salinidade e baixo pH nos solos estdo entre os
principais fendbmenos que diminuem a produtividade agricola. Nas regides
tropicais, além do estresse hidrico causado pelos baixos indices de precipitacdo
pluviométrica, € comum a ocorréncia conjunta de outros estresses, como a
salinizacdo dos solos.

Existe um grande numero de genes envolvidos nas vias de resposta
vegetal a estresses, dificultando a sua caracterizagao e requerendo, assim, novas
tecnologias para isso. Neste sentido, as tecnologias derivadas das dmicas sao
capazes de amostrar muitos genes e transcritos, de destacada importancia na
fisiologia dos organismos. A transcriptbmica, através da metodologia SuperSAGE
(SuperSerial Analysis of Gene Expression), dentre outras, pode gerar perfis
transcricionais altamente informativos. A orquestracéo transcricional em genotipos
com fenadtipos contrastantes (tolerante versus sensivel, por exemplo) pode revelar
0 modo como estes percebem, conduzem e amplificam os sinais, em uma cascata

de eventos, até as respostas fisiologicas finais, revelando similaridades e
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diferencas cruciais no desencadeamento dessas respostas a um estresse
estudado. Nestas respostas, fitormbnios sdo um dos principais sistemas de
integracdo de eventos metabdlicos e desenvolvimento da planta em resposta a
estresses, influenciando o redimento e qualidade das colheitas. Assim, o estudo
de vias de transducdo desses importantes atores da fisiologia vegetal podera
relevar informagbes de grande relevancia e impacto para aplicacdo no
mehoramento da cana-de-acucar, além de nos revelar potenciais novos alvos
moleculares com apelo biotecnoldgico. Assim, identificar e selecionar genotipos
tolerantes aos estresses abibticos, com énfase em seca, bem como entender
como se da o processo de tolerancia ir4d auxiliar na expansdo da fronteira
agricola, visando maior exploracdo de sua area produtiva e manutencdo da

estabilidade econbmica desse setor.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA DA CANA-DE-ACUCAR

A cana-de-aclUcar (Saccharum spp.) é uma graminea pertencente ao
género Saccharum L., tribo Andropogoneae e familia Poaceae. O género ao qual
pertence é composto por seis espécies (S. spontaneum, S. officinarum, S.
robustum, S. edule, S. barberi e S. sinense) que apresentam diferentes nimeros
de cromossomos [Australian Government, 2004; (Tabela 1)]. A cana-de-acUcar
mais cultivada atualmente € um provavel hibrido entre Saccharum officinarum e

spontaneum, dando origem a designacao Saccharum spp. (Toppa et al., 2010).
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Tabela 1 - Espécies do complexo Saccharum, destacando seus respectivos conteddos de agUcar
e numero de cromossomos.

Numero de

Espécies Cruzamentos de origem Conteido de Acucar CrOMOSSOMOS
5. spontanewm  Selvagem 0 ceeeeee- - 2n=40-128
5. robustum Selvagem  eeeeeee- - 2n=60-200
5. officinarum 8. spontaneum / Alto 2n= 80
Mischantus sinenses /
Erianthus arundinaceus
5. barberi Hibrido ancestral Baixo 2n=111-120
5. sinense Hibrido ancestral Baixo 2n=80-124
5. edule Selvagem  eeeeeee - 2n=60-80

O cultivo de cana-de-acUcar ocorre predominantemente em climas
tropicais e subtropicais, representando cerca de 70 a 80 % do acucar total
produzido (Silva, 2010). A cultura tem ampla utilizagdo devido a sua capacidade
bioenergética e diversidade de produtos obtidos, sendo elemento fundamental
para o desenvolvimento econdmico, pois dela derivam o acucar, o alcool, alguns
fertilizantes e polimeros. Além disso, através da queima da sua biomassa, gera-se

energia elétrica (Marin et al., 2008).

A regido litoranea do Nordeste brasileiro foi o principal polo de producéo
apos a introducao da referida espécie no Brasil. Com o passar dos anos, perdeu
espaco para a regido Sudeste, principalmente para o Estado de S&o Paulo, que é
0 maior produtor de cana-de-agucar do Brasil, atualmente com 4.498,3 dos
8.654,2 mil hectares de area colhida destinada a atividade (CONAB, 2016). A
intensa producdo da cultura no pais reflete sua utilizacdo sob a forma de
forragem, bicombustiveis, alimento animal e base para a fabricacdo de produtos
como acucar, melado, rapadura e aguardente (Rae et al., 2005; Dillon et al., 2007;
Chaves e Davies, 2010). Devido a essa ampla empregabilidade é considerada

uma das mais importantes espécies cultivadas (Oliveira, 2006).

No que tange a seu potencial econdmico em solo nacional, a cana-de-
acucar € considerada, desde o periodo colonial, um dos principais produtos
agricolas do pais (Marin et al., 2008). Segundo levantamento feito pela CONAB

(2016), o Brasil produziu 665,6 milhées de toneladas de cana-de-acucar na safra
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de 2015/16, apresentando incremento de 4,9 % em relacdo a safra de 2014/15. A
producdo de cana-de-acUcar estimada para a safra de 2016/17 é de 684,77
milhdes de toneladas, o crescimento esta previsto em 2,9 % em relacdo a safra
anterior. O Estado de Pernambuco possui, atualmente, 273,4 mil hectares
plantados com cana-de-agucar, resultando em uma producdo de 15.464,3 mil
toneladas (MAPA, 2016). O levantamento atual feito pelo CONAB (2016) estima
qgue a producéo canavieira destinada ao setor sucroalcooleiro no Estado atinja na
safra de 2016/17 um volume em torno de 14.400,3 mil toneladas ou 26,9 % a

mais em relacdo a safra passada.

2.2 SORGO E SUA APLICABILIDADE COMO PLATAFORMA PARA ESTUDOS
MOLECULARES EM CANA-DE-ACUCAR

A alta complexidade do genoma de cana-de-acucar (2n = 18 — 170) limita,
em certo ponto, o melhoramento genético e ensaios moleculares relacionados
com a cultura (Mariotti, 2002). Ao longo dos anos, estudos tém proporcionado
uma compreensao maior da constituicdo genética da referida graminea (Wu et al.,
1992; D'Hont, 1994; Ming et al.,, 2001; Rossi et al, 2003), porém o ritmo do
progresso com a gendmica de cana-de-acucar ficou para tras, quando comparada
com culturas aparentadas como, por exemplo, o sorgo (Sorghum bicolor; Ramsay
et al, 2000; Mullet et al., 2002).

Sorgo é o parente mais préximo de cana-de-acucar (Paterson et al., 2004).
Bowers et al. (2003) relatam a estreita relacéo entre cana-de-agucar e sorgo. Eles
partiilham muitas semelhancas em sua composi¢cdo genética, uma vez que se
originaram a partir de uma linhagem ancestral comum que divergiu
aproximadamente 5 a 8 milh6es de anos atras (Serna-Saldivar e Rooney, 1995;
Smith e Frederiksen, 2000).

A cana de acucar tem um grande genoma que se duplicou, pelo menos,
duas vezes desde que divergiu de sorgo (Al-Janbi et al., 1997). Entretanto, existe
extensa colinearidade génica entre os genomas dessas duas culturas. Isso faz do
sorgo o melhor modelo para a tribo Andropogoneae, visando compreender o
conteudo e rearranjos de genes, além de apoiar o desenvolvimento de mapas

genéticos em cana-de-acucar (Price et al., 2005).
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2.3 O IMPACTO DA SECA NO CULTIVO DA CANA-DE-ACUCAR

Estresses de origem ambiental constituem os principais responsaveis por
perdas na agricultura. Dependendo do organismo, podem reduzir a produtividade
entre 60 % a 87 % (Bray et al., 2000). Estresses, de uma forma geral, ocasionam
mudancgas significativas das condi¢des consideradas ideais para a vida do
organismo, induzindo altera¢cdes em todos 0s seus niveis funcionais. Em principio,
tais efeitos podem ser revertidos; mas se persistirem em um longo periodo, 0s
danos podem ser permanentes (Larcher, 2000).

As plantas estdo constantemente expostas a condi¢cdes adversas do meio
em que vivem. Elas reagem a alteragbes no ambiente através de diversas
respostas celulares e morfolégicas, na tentativa de defesa ou adaptacdo as novas
condicbes enfrentadas. Essas alteraces incluem diversos fatores, podendo-se
ressaltar a inducdo da expressao de genes especificos e a ativacdo de vias de
transducdo de sinais que agem tentando restabelecer a homeostasia celular
(Pinheiro e Chaves, 2011). Diversos fatores ambientais podem afetar o
desempenho de espécies vegetais. Esses fenbmenos ocorrem naturalmente no
meio ambiente, porém sé&o intensificados com o aumento da poluicdo e/ou por
meio de acdes antrdpicas, 0s quais podem desencadear inimeras implicacdes
como, por exemplo: tempestades, seca, inundacdes, salinizacdo do solo, entre
outros (Marcinska et al., 2013). A seca € um dos estresses ambientais que limitam
drasticamente o crescimento da cultura e a producdo mundial (Harb et al., 2010;
Shi et al., 2012)

No Nordeste, os canaviais colhidos no final da safra de 2013 sentiram a
umidade insuficiente para o desenvolvimento da soqueira, em decorréncia de
estiagem prolongada, a qual também afetou canaviais em formacédo (CONAB,
2013). Desta forma, verifica-se que efeitos abibticos, como por exemplo, o déficit
hidrico, podem gerar perdas na producao da cultura. Tal efeito foi observado no
Norte e Nordeste, onde a cultura de cana-de-acucar se recuperou de uma forte
seca que ocorreu na safra de 2012/13 e 2013/14 diminuindo drasticamente sua
producdo (CONAB, 2015). De acordo com o levantamento feito pela CONAB
(2016) houve queda na produtividade de cana-de-agucar, principalmente em
Alagoas e Pernambuco, maiores produtores da regido. Isso foi reflexo do déficit

hidrico e abandono de lavouras pelos fornecedores. Em paises onde a cana-de-
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acucar é produzida, principalmente nos tropicais e com uma menor extensao nos
subtropicais, o déficit hidrico € um fator limitante na producéo da cultura (Inman-
Bamber, 2004). Verifica-se, portanto, que mudancas climaticas, incluindo
disponibilidade hidrica, sao fatores limitantes para a agricultura (Chaves e Davies,
2010).

Para responder ao estresse hidrico, plantas adquiriram estratégias
fisioloégicas que permitiram a tolerancia as mudancas ambientais repentinas (Quin
et al.,, 2011; Shi et al., 2013), grande parte das respostas de tolerancia séo
reguladas por mensageiros secundarios, incluindo alguns fitorménios (Hirayama e
Shinozaki., 2010; Qin et al., 2011; Du et al., 2013). A tolerancia a estresses
bidticos e abidticos é um importante fenbmeno, uma vez que a expansao da
indUstria canavieira ocorre, na sua maior parte, em areas sujeitas a diversos

estresses (Somerville et al., 2010).

2.4 FITORMONIOS E SUA FUNCAO NA FISIOLOGIA VEGETAL

Fitormbnios sdo, em sua maioria, reguladores do crescimento em plantas,
podendo atuar no local da sua sintese ou ser transportados para outro local. Além
da funcdo relatada, esses compostos atuam em processos de tolerancia /
resisténcia a estresses abidticos e bidticos (Peleg e Blumwald, 2011). Da
embriogénese até a senescéncia de uma planta, diversos processos sao iniciados
ou mediados por genes regulados por fitorménios. O crescimento e
desenvolvimento dos vegetais sdo regulados de forma coordenada pela atividade
de fitormbnios, como por exemplo, o acido abscisico, giberelina, etileno, auxinas,

citocininas e brassinoesteroides (Igbal et al., 2014).

Os fitormbnios possuem um papel vital na resposta dos vegetais a
estresses abiodticos. Esses, geralmente, levam a alteracbes na producao,
distribuicdo ou transducédo de sinal de fitormonios, podendo, assim, promover
mecanismos especificos de tolerancia (Eyidogan et al., 2012). A percepc¢ao de um
sinal de estresse desencadeia uma cascata de transducdo de sinais em plantas,
onde fitormdnios atuam como transdutores (Harrison, 2012). Em um estudo do
transcriptbmica de cana-de-acUcar submetida a seca e fitorménios, Rocha et al.

(2007) e Rodrigues et al (2009) identificaram varios genes conhecidos e com
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expressao associada a estresses ambientais como PRs, DREBs, HSPs, LEA e
PP2C entre outros.

2.4.1 Auxina (IAA)

IAA foi o primeiro fitorménio identificado em plantas sendo
predominantemente sintetizado em tecidos com crescimento rapido, como por
exemplo, meristemas apicais, folhas jovens, além de frutos e sementes em
desenvolvimento (Ljung et al., 2001). Adicionalmente, Aloni et al. (2006) relataram
gque as extremidades das raizes também podem sintetizar esse composto,
regulando a sua distribuicdo. IAA desempenha um papel chave na regulagéo do
crescimento de plantas, como o alongamento das células, desenvolvimento de

tecidos vasculares e dominancia apical (Wang et al., 2001).

A expressdao de IAA é controlada, basicamente, por duas familias de
fatores de transcricao (FTs): ARF e AUX / IAA (Guilfoyle e Hagen, 2007). ARFs
(fatores responsivos a IAA) sdo capazes de se ligar a elementos de resposta
TGTCTC presentes nos promotores de genes que respondem a auxinas, ativando
ou reprimindo suas transcricbes ou ainda recrutando outros FTs (Guilfoyle e
Hagen, 2007), que mediam a resposta auxina (Song et al., 2009). Embora IAA
tenha sido amplamente reconhecido por sua regulacdo no crescimento e
desenvolvimento da planta, esse fitormbnio pode, ainda, regular resposta do
crescimento da planta sob estresses abidticos (Eyidogan et al., 2012). Jung e
Park (2011) estabeleceram uma ligacéo entre a sinalizacdo de IAA e do estresse
salino, sugerindo que, sob salinidade, a germinacdo das sementes é modulada
por um fator de transcricdo (ARF) que transmite o sinal de IAA para a germinacao

de sementes.

A via de sinalizacdo SOS regula a homeostase de IAA em raizes. Essa
regulacdo € essencial para a formacao de raizes laterais (Zhao et al., 2011). A
manutencdo da homeostase é um importante mecanismo adaptativo para o
crescimento da raiz em plantas, conferindo a tolerancia a salinidade e seca.
Estresses abibticos podem influenciar a homeostase da auxina devido a
alteracdes na sua distribuicdo e metabolismo (Buer e Muday, 2004). Além disso, a
geragcdo de ROS (Espécies Reativas de Oxigénio), em resposta a estresse

abidtico, pode influenciar a sua sinalizagdo (Schopfer et al., 2002). Algumas
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evidéncias apontam para o papel regulador da sinalizacdo de IAA como resposta
da planta sob estresses abidticos (Fang e Yang, 2002; Chen et al., 2012a). De
acordo com Ribaut e Pilet (1994) o aumento da concentracdo de IAA tem sido
correlacionado com o crescimento reduzido da planta, sugerindo alteracbes no
equilibrio dos hormonios em plantas em condi¢cdes de estresse. Porém, o inverso
foi relatado por Nilsen e Orcutt (1996), que concluiram que a exposicdo de plantas
de arroz a estresse osmotico reduziu significativamente o nivel de IAA durante um
periodo de incubacéo por cinco dias. Ainda ha pouca informacéo sobre o efeito do
estresse de seca sobre a biossintese de IAA e seus niveis na planta estressada.
Desta forma, se a concentracdo de IAA aumenta ou diminui em condi¢fes de
estresse osmotico ainda ndo foi bem elucidado (Chen et al., 2012a). Portanto, &
concebivel que a via de sinalizacdo de auxina também desempenhe um papel

fundamental na resposta das plantas a seca.

2.4.2 Citocininas (CKs)

Desde a sua descoberta em 1955, CKs sao, rotineiramente, utilizadas em
cultura in vitro, em cultivo de plantas ornamentais, como por exemplo, orquideas,
crisantemos ou cravos (Ferreira et al., 2006); para a multiplicacdo de clones de
arvores florestais (Mala et al.,, 2013); ou para propagacdo de batata (Baroja-
Fernandez et al., 2002). Aplicacdes exdgenas de CKs sdo usadas em horticultura
para o aumento da ramificacdo e, assim, quantidades de flores (Kaminek et al.,
1987).

CKs exibem uma gama de fungdes fisioldgicas, incluindo a estimulacao
de ramificacdo da raiz, o desenvolvimento vascular, diferenciacao de cloroplastos,
atraso da senescéncia e abertura dos estbmatos entre outros (Mok e Mok, 2001,
Spichal, 2012). CKs agem como antagonistas ao acido abscisico (ABA) em
diversos processos na planta, como por exemplo, o controle da abertura de
estbmatos (Igbal et al., 2006). Durante o crescimento e desenvolvimento da
planta, CKs séo reguladores mestres. Além disso, sua participacdo na tolerancia a

estresse salino foi relatada por Hadiarto e Tran (2011).

A ligacao especifica das CKs aos seus receptores é dada pelo dominio de
ligagdo referenciado como CHASE. Este dominio contém receptores histidina

guinase que servem para interagao com CKs (Heyl et al., 2007; Heyl et al., 2013).
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Esse receptor CKs também foi nomeado de CRE1 (Inoue et al., 2001). A ligacao
de CKs ao seu receptor desencadeia uma auto fosforilagdo e subsequente
transferéncia do grupo fosfato pelos componentes HPTS (histidina
fosfotransferase). Estes transportam o fosfato, recebido através do receptor AHK /
CREL1, do citoplasma para o nucleo e o transferem para reguladores de respostas
(RR) (Gupta e Rashotte, 2012). Em Arabidopsis thaliana, existem duas principais
classes de RRs: ARRs tipo A e tipo B. ARRs do tipo B, por exemplo, séo fatores
de transcricdo que mediante a fosforilacdo de um residuo Asp ativa a transcricao

de genes responsivos ao CKs, incluindo ARRs tipo A (Sakai et al., 2000).
2.4.3 Giberelina (GA)

GA é conhecida por sua participacdo na regulacdo de respostas das
plantas ao meio ambiente (Chakrabarti e Mukherji, 2003). E considerado um
fitormoOnio importante, pois confere toleréncia a estresses, incluindo salinidade e
seca, em muitas culturas (Hoque e Haque, 2002). A sua rapida acumulacéo é
uma caracteristica das plantas expostas a estresses abidticos. GA regula
processos metabdlicos, como por exemplo, sinalizacdo de acuUcar e atividade de
enzimas antioxidantes (lgbal et al., 2011). Tal fitormbnio influencia, ainda, a
germinacao de sementes, expansao da folha e desempenha um papel importante
na modulacdo de diversos processos ao longo do desenvolvimento da planta
(Khan et al., 2007). Gilley e Flecher (2007) verificaram que os efeitos de protecao
morfolégica e de estresse dos triazois sdo revertidos por GA, indicando, assim,
uma relagao entre a protecdo de GA e plantas estressadas.

O fitormbénio GA tem sido relacionado com a diminuicdo dos efeitos
negativos de estresses abiodticos (Yamaguchi, 2008). Foi relatado por Maggio et
al. (2010) que, em plantas de tomate, a aplicacdo de GA pode aumentar o
crescimento e a produtividade das plantas. Kumar e Singh (1996) observaram que
o0 aumento dos niveis de salinidade diminuiu o crescimento de trigo, no entanto,

sementes tratadas com GA tiveram seu crescimento normal.

Andlises genéticas realizadas em Arabidopsis e arroz tém sido
fundamentais para identificar componentes da via de transducéo de sinais por

GA. Basicamente os componentes que formam o esqueleto da via sao o receptor
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GID1 (Ueguchi-Tanaka et al.,, 2005), as proteinas DELLAs, reguladores da
transcricdo (Peng et al., 1997) e proteinas F-box GID2 (McGinnis et al., 2003). Em
esséncia, a ligacdo de GA no receptor GID1 permite sua interacdo com as
proteinas DELLAs, que séo reguladores negativos da via. Uma vez que essa
ligacdo é estabelecida, DELLAs sdo degradadas por protedlise mediada pelo
complexo 26S da ubiquitina, um processo mediado pela interacdo de DELLA com
GID2. Isso acarreta na ativacdo de fatores de transcricdo e na liberacdo da
resposta de GA, como por exemplo, inducdo da germinacdo (Daviere e Achard,
2013).

2.4.4 Acido Abscisico (ABA)

ABA desempenha um papel importante na resposta e tolerancia a
estresses abidticos, principalmente salinidade e seca (Sharma et al., 2005). A
sinalizacdo de ABA regula a expressédo de genes-alvo quando a planta esta sob
estresse de alta salinidade (Narusaka et al., 2003). Tal fitormdnio possui um papel
significativo durante varias etapas do ciclo de vida das plantas, incluindo o
desenvolvimento de sementes e dorméncia, mediando, ainda, respostas das
plantas a diversos estresses ambientais (Devinar et al., 2013). Por ser o principal
sinal interno que confere a tolerdncia a condi¢cdes adversas, € considerado o

horménio do estresse abidtico (Keskin et al., 2010).

A via de sinalizacdo de ABA contém a subfamilia PP2Cs e trés quinases
Snfl (SnRK2.2, SnRK2.3 e SnRK2.6; Umezawa et al., 2010). O modelo de
transducdo de sinal de ABA é descrito da seguinte forma: (1) na auséncia de
ABA, guinases SnRK2 sdo inativadas pelas proteinas fosfatases PP2Cs; isso
ocorre porgue essas fosfatases interagem fisicamente com reguladores negativos
das proteinas quinases SnRK2 e desfosforilam o residuo de serina no loop de
ativacdo dessas quinases, inibindo a resposta final do fitormonio; (2) na presenca
de ABA, o fitormbnio se liga as proteinas receptoras PYR/PYL. Isso permite a
ligacdo ao sitio catalitico das proteinas PP2Cs. Os receptores inativam a atividade
enzimatica das PP2Cs, ou seja: ABA induz a inibicdo das PP2Cs, o que leva a
ativacdo das SnRK2 por inducdo do loop de auto fosforilacdo. Tal processo
acarreta uma resposta fisioldgica final, como por exemplo, fechamento dos

estbmatos (Leung, 2012).
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ABA atua como mensageiro enddgeno na regulacdo do conteudo de agua
no interior da planta, desempenhando um papel importante na regulacdo da
condicao hidrica e crescimento do vegetal, por meio da inducdo de genes (Zhu,
2002). Zhang et al. (2006) relataram que a exposi¢cdo da planta a alta salinidade
acarreta em um aumento da concentracdo de ABA. Essa, por sua vez, €
geralmente associada com o potencial de agua no solo o qual pode ser

influenciado pelo estresse salino.

Em conjunto com outros fitorménios, ABA regula o controle do
crescimento da raiz, a percepcéo de estresses e expressao de genes responsivos
(Zhu, 2002; Verslues et al., 2006; Fahad et al., 2015), podendo diminuir a
transpiracéo e perda de agua atraves do fechamento dos estdématos (Wilkinson e
Davies 2010). Isso ocorre, devido ao aumento da concentracdo, induzido por
ABA, de Ca™ no citoplasma. A ativacdo de canais i6nicos na membrana
plasmatica e perdas do turgor por células guarda também estéo relacionados com
a inducao por ABA da producédo de H,O,. Esse peroxido serve como um sinal

intermediario de ABA para o fechamento de estbmatos (Kim e Wang 2010).

Sripinyowanich et al. (2013) observaram que a aplicagédo exdégena de 100
mM de ABA em mudas de arroz submetidas a alta salinidade, melhorou a taxa de
sobrevivéncia em 20 % e aumentou o acumulo de prolina pela expressédo do gene
P5CS1, corroborando as indicacdes de Zorb et al. (2014) que relataram um
aumento na concentracdo de ABA nas folhas de hibridos de milho tolerantes a sal
sob estresse de salinidade. Tal fato € também elucidado para gendtipos de
tomate tolerantes a salinidade, onde foi observada maior concentracdo de ABA no
xilema (Amjad et al., 2014).

2.4.5 Etileno (ETHY)

ETHY € um fitormdnio gasoso cuja sinalizacédo € importante na regulacao
do crescimento das plantas. EIl-Iklil et al., (2000) observaram que menor producao
de ETHY foi relacionada com tolerancia ao sal. As respostas das plantas a
estresses abiodticos, como por exemplo, seca e salinidade, sdo mediadas por
alteracdes no nivel de receptores de ETHY (Khan et al., 2013). Cao et al., (2007)
relatou que apesar da sinalizagcdo do ETHY ter funcdo em varias respostas a

estresse, esse fato, ainda néo esta claro para, por exemplo, a salinidade.
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ETHY sinaliza uma infinidade de processos, em vérias fases do
desenvolvimento. Estas sinaliza¢des incluem receptores (ETR1, EIN4, EIN2, EIN5
e EING6), quinases (MAP quinase CTR1) e FTs (EIN3) (Guo e Ecker, 2003). Na
presenca de ETHY, a proteina EIN3, fator chave na regulacdo da transcricdo de
genes mediados por etileno, aumenta em frequéncia, enquanto que na auséncia
de ETHY, essa proteina € degradada via ubiquitina / proteassoma (Guo e Ecker,
2003). De acordo com Potuschak et al. (2003), a transducédo de sinal é iniciada
com a ligacdo do ETHY a uma familia de receptores (ETR1), e a transcricdo €
terminada com uma cascata envolvendo FTs especificos (da familia EIN3/EIL).
EIN3 pode ligar-se a sequéncias promotoras de varios componentes, tais como
ERFs. Esses, por sua vez, podem se ligar a GCC box, elemento cis encontrado
em muitos genes regulados por etileno (Zhu e Guo, 2003). A via de sinalizacéo de
ETHY ainda participa da sinalizagdo de outros hormonios, incluindo 1AA, ABA e
acido jasmoénico (JA), influenciando respostas que afetam o desenvolvimento da

planta.
2.4.6 Brassinoesteroides (BRS)

BRs compdem um grupo de ocorréncia natural composto por brassinolide
(BL) e castasterone (CS), precursores direto de BRs, e seus derivados que
regulam o crescimento da planta e o desenvolvimento através da producado de
uma matriz de alteracdes fisioldgicas (Khripach et al., 2000; Kartal et al., 2009).
Eles podem ocorrer de forma livre ou conjugados com acgucares ou acidos graxos.
BRs estdo envolvidos em diversas atividades, incluindo a germinacdo de
sementes, a diferenciacdo vascular, crescimento do tubo polinico, ativacdo da
bomba de prétons, fotossintese, biossintese de proteinas, crescimento
reprodutivo e producao de flores e frutos (Khripach et al., 2000; Hayat et al., 2010;
Fahad et al., 2015). Esse fitormonio & também conhecido por melhorar os efeitos
nocivos da salinidade no crescimento vegetal (Wang et al., 2011). Aplicacao
exégena de BRs melhora os efeitos adversos do estresse salino sobre a
germinacao de sementes, alongamento da raiz e atividade da redutase do nitrato
(Anuradha e Rao, 2001).

Uma via de sinalizacéo para BRs foi apresentada por Ye et al. (2011), na

gual BRs sao percebidos por quinase do tipo receptor de membrana BRI1 [na
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auséncia de BRs, BKI1 (BRI1 kinase inhibitor 1) se liga a BRI1 que inibe sua
funcdo]. Ao mesmo tempo, BIN2 (GSK3-like kinase) fosforila BES1 e BZR1 (FTs),
cujas funcdes sdo inibidas por mecanismos como diminuicdo da proteina de
ligacdo ao DNA ou retencdo por proteinas 14-3-3. Na presenca de BRs, BRI1
ativado fosforila BKI1, levando a sua dissociacdo da membrana plasmatica, e na
promog&o da associagdo de BRI1 com o co-receptor BAK1. BRI1 fosforilaria e
ativaria BAK1, que por sua vez fosforilaria e ativaria mais BRI1. BRI1 ativado
fosforilaria varios substratos para a transducdo do sinal a jusante dos alvos. A
fosforilagdo de BSK1 leva a sua associagdo com BSUL1 fosfatase, que pode inibir
a quinase BIN2. Ao mesmo tempo, a fosfatase PP2A poderia desfoforilar BZR1 (e
provavelmente BES1), levando ao acumulo de BZR1 e BES1 nao fosforilados no
ndcleo, onde poderiam interagir com outros reguladores da transcricdo e genes,

influenciando as respostas BR.
2.4.7 Acido Jasmonico (JA)

JA € um regulador celular que esta envolvido em diversos processos do
desenvolvimento da planta, incluindo a germinacao das sementes, crescimento da
raiz primaria, floracdo e senescéncia (Cheong e Choi, 2003; Tani et al., 2008).
Sua fungé&o como regulador de respostas de resisténcia das plantas a ferimentos,
estresse ambientais, ataque por insetos e infec¢do por fitopatdgeno, também é
relatada (Mcconn et al., 1997; Overmyer et al., 2000). Algumas dessas respostas
envolvem a participagdo do ETHY (Guo e Ecker, 2004). A biossintese do JA
ocorre nas folhas e ndo had um esclarecimento de um caminho semelhante nas
raizes, assim, organelas celulares, tais como cloroplastos e peroxissomas sao
considerados como o principal local da biossintese do JA (Cheong e Choi, 2003).
Tais locais sdo conhecidos por ativar as respostas de defesa da planta a varios

estresses bioticos e abiodticos (Mei et al., 2006; Wasternack e Hause 2013).

A andlise de mutantes insensiveis ao JA ou a coronatina, um analogo do
JA, permitiu a identificacdo do gene COI1 (coranatine insensitive 1; Feys et al.,
1994; Xie et al., 1998). Foi observado que plantas com mutacdo nesse gene nao
expressam genes que respondem ao JA e s&o altamente suscetiveis ao ataque
de insetos e infeccéo por fitopatdogenos, indicando que COI1 exerce uma funcao

central na sinalizacdo mediada pelo JA (Li et al.,, 2004). O gene COI1 codifica
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uma proteina com motivos “F-box” encontrados em proteinas que compdéem o
complexo ubiquitina ligase envolvido na degradacdo de proteinas (Xie et al.,
1998). O gene JARL1 (jasmonic acid resistant 1) tem participacéo na regulacéo de
genes expressos em resposta ao JA (Staswick et al., 1992). Staswick et al. (1998)
relataram que plantas com mutacdes neste gene tém reduzida expressdo de
genes responsivos ao JA associado a um aumento na suscetibilidade a infeccéo
por fitopatégenos. Os genes responsivos ao JA sdo, também, regulados pelo fator
de transcricdo ERF-1 (Lorenzo e Solano, 2005). Esse fator de transcricdo pode
ser induzido em resposta ao JA como também em reposta ao ETHY, no segundo
caso, sua inducao é mediada pelo fator de transcricdo EIN3 (Ethylene insensitive
3; Lorenzo et al., 2004).

Um modelo de transducao de sinal de JA foi apresentado por Katsir et al.
(2008). Em plantas com niveis reduzidos de JA, 0s genes JA-responsivos seriam
reprimidos por proteinas JAZ, que inibiriam a atividade de FTs, incluindo MYC2,
envolvidas na expressdo de genes de resposta imediata. Quando o estresse
levasse ao acumulo de JAs na sua forma ativa (por exemplo, JA-lle), a expressao
destes genes seria iniciada e JA-lle se ligaria ao dominio LRR de COI1, causando
um complexo no qual as proteinas sdo JAZs poli-ubiquitinadas e degradadas em
proteasoma. A eliminacdo dos repressores JAZ deixaria o fator de transcricdo
MYC2 estimular a expressédo de genes dependentes de jasmonato, culminando

na sua resposta final, como por exemplo, resposta a estresse (Staswick, 2008).
2.4.8 Acido Salicilico (SA)

SA desempenha um papel critico na regulacdo do crescimento das
plantas, interacdo com outros organismos e respostas de defesa a estresses
ambientais (Senaratna et al., 2000; Bastam et al., 2013). A sua importancia é
evidente na germinacdo das sementes, glicolise, floracdo, producédo de frutos,
absorcdo e transporte de ions, taxa fotossintética, transpiracdo, tolerancia

térmica, senescéncia e nodulagéo (Khan et al., 2003).

Diversos estudos sugerem que o SA também estd envolvido nas
respostas a varios estresses abidticos, incluindo seca e salinidade (Khodary,
2004; Javid et al., 2011; Igbal et al., 2014; Fahad et al., 2014). Em um estudo
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realizado por Zhao et al. (1995) foi observado que plantas de soja tratadas com
SA tiveram um aumento no teor de pigmentos e na taxa de fotossintese.
Recentemente, Bastam et al. (2013) também relataram que a aplicacdo exdgena
de SA aumentou a tolerancia a salinidade em mudas de pistache. Tal efeito vem
sendo constatado para feijao (Azooz, 2009), trigo (Sakhabutdinova et al., 2003),
feijdo Mungo (Khan et al., 2010) e mostarda (Syeed et al., 2011). Além da
aplicacdo exdgena de SA, com a sua adicdo no solo também foi relatada
tolerancia a salinidade em milho e mostarda, diminuindo a acumulacéo de ions

toxicos (Gunes et al., 2007).

A via de sinalizacdo por SA envolve genes expressos que sao regulados
por NPR1 (Non-expressor of PR1), também conhecido como NIM1 (Dong, 2004).
Ha evidéncias que a ativacdo de NPR1 pelo SA envolve a participacdo da
proteina SABP2 (Salicylic acid-binding protein 2). Essa tem alta afinidade pelo SA,
possivelmente atuando como uma proteina receptora (Kumar e Klessig, 2003;
Dong, 2004). Em condicbes de baixa concentracdo de SA, proteinas NPR1
permanecem no citoplasma unidas por pontes bissulfidicas formando oligbmeros.
Com o aumento na concentracdo de SA ocorre uma alteracado no potencial redox
da célula, promovendo a reducéo das pontes bissulfidicas e liberando monémeros
de NPR1 (Mou et al., 2003). Estes mondmeros migram para o nucleo da célula
onde interagem com os fatores de transcricdo do tipo TGAs (Despres et al., 2000;
Johnson et al., 2003). TGAs tém afinidade pelo elemento cis “TGACG” encontrado
na regido regulatéria de genes relacionados com a defesa da planta, como, por
exemplo, o PR-1. Despres et al. (2000) demonstraram que o fator TGA2 é capaz
de se ligar aos elementos LS5 e LS7 presentes na regido promotora do PR-1 in
vitro. Esta ligacdo também foi confirmada in vivo, em um processo dependente de
SA, demonstrando a participacdo de NPR1 e TGA2 na regulacdo de PR-1
(Subramaniam et al., 2001). A regulacdo da expressdo de proteinas PRs por
NPR1 / TGA possivelmente envolve ainda a proteina NIMIN1 (NIM1-Interacting 1)
qgue é capaz de interagir com NPR1 / TGA no sistema triplo-hibrido (Weigel et al.,
2005). Neste caso, a super expressao de NIMIN1 em plantas de Arabidopsis
resultou na reducdo da expressdo de PR-1, PR-2 e PR-5 e aumento na
suscetibilidade a Pseudomonas syringae pv. maculicola. Do mesmo modo, o

silenciamento ou nocaute de NIMIN1 resulta na hiperativagdo de PR-1 apds o
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tratamento com SA, demonstrando que NIMIN1 é um regulador negativo da
expressao dos genes PR (Weigel et al., 2005).

A regulacao de respostas de defesa mediada por NPR1 envolve ainda os
fatores de transcricdo do tipo WRKY, regulando a expressdo de genes que
apresentam em sua regido promotora os motivos “W-boxes” (Beckers e Spoel,
2006). Yu et al. (2001) identificaram “W-boxes” na regido promotora de NPR1 e
demonstraram que mutacdes nesses cis elementos promovem reducdo na
expressdo NPR1 e de genes por ele regulados. WRKY70 regula mais de 40
genes relacionados com defesa em Arabidopsis thaliana, incluindo ndo sé genes
cuja expressdo € dependente do SA, como também genes cuja expressao €
regulada pelo JA (Li et al., 2004).

A utilizacdo desse fitormbnio como ferramenta na regulacéo a tolerancia
da planta a seca é importante. No entanto, muitos trabalhos ainda precisam ser
realizados para desvendar o caminho exato da biossintese do SA, modo de agéo
e outros papéis como regulador na tolerancia ao estresse abidtico, assim como

sua interacdo com outros fitormonios (Pieterse et al., 2009).

2.5 METODOS PARA ANALISE DE TRANSCRIPTOMICA: INFORMACOES
GERAIS

Existe um grande nimero de genes envolvidos nas vias de respostas das
plantas a estresses (Zhu, 2002), o que dificulta caracteriza-las, requerendo novas
tecnologias para isso. Neste sentido, estratégias gendmicas sdo capazes de
amostrar muitos genes em respostas de plantas sob estresse. O transcriptoma
corresponde a fracdo do codigo genético que é transcrita pela RNA polimerase
em moléculas de RNA. Assim, métodos que analisem o quantitativo de diferentes
tipos de RNA mostram o padréo transcricional de genes, permitindo correlacionar
atividades génicas com processos biologicos e doencas. As diversas
metodologias utilizadas para analisar o transcriptoma podem ser divididas em

basicamente duas categorias (Terauchi et al., 2008):
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(1) Metodologias baseadas em hibridacdo de fitas de nucleotideos

complementares a sequéncias alvos;
(2) Metodologias baseadas no sequenciamento e contagem dos transcritos.

No primeiro grupo, a analise de microarray (Schena et al., 1995) é uma das
principais representantes. Essa técnica, também conhecida como “chips” de DNA,
permite investigar milhares de genes de uma maneira simultanea. O principio
dessa técnica é baseado na hibridacdo de sondas (fixadas quimicamente na
superficie de pequenos chips) com sequencias de transcritos alvos a serem
analisados (Dalma-Weiszhausz et al., 2006; Cheung et al., 1999). Com o passar
dos anos, a técnica de microarray vem contribuindo para andlises de
transcriptoma de organismos modelo. No entanto, para estudos em espécies que
ainda ndo tem chips de microarray, essa técnica ndo seria a melhor empregada
uma vez que as laminas de cDNA utilizadas no microarray s6 estdo disponiveis
para organismos com bibliotecas de ESTs ou cDNA disponiveis.

No segundo grupo, uma das principais representantes desse grupo é a
técnica SuperSAGE (Super Serial Analysis of Gene Expression; Matsumura et al.,
2004). Essa consiste em tags de 26 pb que sdo obtidas a partir da fragmentacao
de cDNAs por meio da enzima EcoP15I. A habilidade da enzima em clivar sitios
distantes de seus motivos de reconhecimento na molécula de DNA é que
determina a extensdo das tags. SuperSAGE é uma variacdo da técnica SAGE, a
principal modificagédo € o tamanho do fragmento gerado, sendo 14 pb em SAGE e
26 pb em SuperSAGE (Velculescu et al., 1995; Matsumura et al., 2003). Uma vez
gque a enzima EcoP15l apresenta a maior distancia entre esses pontos
(Matsumura et al., 2008), ocorre uma melhora significativa do processo de
anotacao, ou seja, melhor identificacdo das tags correspondentes aos transcritos
e respectivos genes (Matsumura et al., 2005). Na ocasido, a técnica SuperSAGE
proporcionou uma maior amostragem (milhdes de tags) do transcriptoma,
aumentando a sensibilidade e diminuindo custos e tempo de producao
(Matsumura et al., 2008; Terauchi et al., 2008), bem como novas aplicagdes,
como por exemplo, observacéo simultanea de perfis da expressao génica de duas
ou mais espécies (Matsumura et al., 2003), a utilizacdo dessas tags para
producdo de RNA de interferéncia (Matsumura et al., 2004), o emprego de tags
para confeccéo de chips microarray que podem ser utilizados, assim como a RTqg-
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PCR, para validacao do perfil gerado pela SuperSAGE (Matsumura et al., 2004;
Matsumura et al., 2008), entre outros.

A técnica tem sido empregada com sucesso no estudo da resposta de
vegetais a estresses abidticos. Em um artigo referencial, Molina et al. (2008)
estudaram o comportamento de grdo de bico (Cicerarietinum L.) submetido a
déficit hidrico, tendo obtido um perfil transcricional mais compreensivo para essa
espécie. Em 2013, Ferreira Neto et al. analisaram mais de 2,5 milhdes de tags
SuperSAGE de raizes de soja em resposta a desidratacdo, produzindo

informagdes valiosas para a aplicagdo no melhoramento da mesma.

2.6 TRANSCRIPTOMICA DE CANA-DE-ACUCAR: DESENVOLVIMENTO
CIENTIFICO ATUAL

Nas ultimas décadas, o entendimento do genoma de cana-de-acucar
sofreu diversos progressos, isso vem acontecendo gracas a utilizacdo de novas
abordagens biotecnoldogicas (Lakshmanan et al.,, 2005). Em relacdo a
transcriptdbmica, técnicas como, RNA-seq, microarray e SuperSAGE, empregam
estratégias diferentes de deteccédo (Manners e Casu, 2011). No Brasil, o estudo
do transcriptoma da cana-de-acUcar iniciou-se com 237.954 ESTs (Expressed
Sequence Tags) obtidas pelo projeto SUCEST (Vettore et al., 2003). ESTs, de
modo geral, podem contribuir para uma caracterizacao inicial de genes expressos
frente a estresses bibticos e abidticos, sendo considerada uma alternativa para a
selecdo de genes associados a caracteristicas de interesses (Cordeiro et al.,
2006). Sucedendo o SUCEST foram criadas algumas plataformas para estudar o
transcriptbmica de cana-de-acUcar, o que ajudou na obtencdo de grande
guantidade de dados de expressdo de genes para o acumulo de sacarose, seca,
inducéo por etanol, fitorménios, estresse bidtico e abidtico, entre outros (Casu et
al., 2007; Camargo et al., 2007; Rodrigues et al., 2009). No Banco de dados do
NCBI esta depositado, atualmente, 285.216 sequéncias ESTs de cana-de-acgucar.

A transcriptdmica pode gerar perfis transcricionais de genaétipos tolerantes
e sensiveis apos aplicacdo do estresse. A metodologia SuperSAGE tem sido
utilizada com sucesso com esta finalidade em diversas espécies, inclusive cana-

de-acucar (Kido et al., 2012). A expresséo diferencial de genotipos com fenotipos
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contrastantes pode estar relacionada com o modo como estes genotipos
percebem o estresse, conduzem e amplificam os sinais, em uma cascata de
eventos até a resposta fisioloégica final. Nesta sinalizacdo, fitormonios séo
fundamentais. Kido et al. (2012) utilizaram a técnica SuperSAGE para caracterizar
o transcriptoma de cana-de-agUcar sob estresse de supressdo de rega por 24
horas, o que permitiu a identificacdo de potenciais genes alvos responsivos a
seca, um total de 213 tags induzidas foram relacionadas com o referido estresse e
cerca de 145 genes ainda sem funcao predita foram detectados. Da Silva et al.
(2013) também utilizam a SuperSAGE para identificar e validar expressédo de
aquaporinas no transcriptoma de cana-de-agucar a partir de perfis de transcricdo
de acesso sensivel e tolerante ao estresse de seca, onde foi identificado
representantes de quatro subfamilias de aquaporinas descritas em vegetais
superiores (PIP, TIP, SIP e NIP) e cerca de 28 isoformas de aquaporinas foram
observadas sendo expressas ap0s aplicacao do estresse.

Outras técnicas tém sido utilizadas para estudar genes diferencialmentes
expressos em cana-de-acucar em escala moderada. Estes incluem a hibridizacao
subtrativa de cDNA que tem sido utilizada para estudar estresses abidticos tais
como salinidade e déficit hidrico (Prabu et al., 2010, Patade et al., 2010), bem
como a resposta aos patégenos fungicos Ustilago scitaminea e Bipolaris sacchari
(Borras- Hidalgo et al.,, 2005). Uma vasta gama de técnicas e estratégias
moleculares tais como andlise em série da expressdo genética, hibridizacao
subtrativa de cDNA, microarrays e RNAseq permitiram a identificacdo de alvos
genéticos e suas modificagBes, possiundo alto potencial para alcancar fenétipos
de interesse, foram implantadas para identificar genes envolvidos em respostas
de estresses (Sreenivasulu et al.,, 2007). Na cana-de-acucar, a hibridizacao
subtrativa de supressdao de cDNA (SSH), microarrays, RNAseq, RT-gPCR e
SUCEST foram utilizados para estudar as respostas ao estresse oxidativo
(Kurama et al., 2002), déficit hidrico (Rocha et al., 2007) e estresses bioticos
(Gupta et al., 2009). O isolamento de genes induzidos pelo estresse com déficit
hidrico e o estudo de sua relevancia funcional sdo importantes para o
desenvolvimento de variedades de cana-de-agucar tolerantes a seca (Grabherr et.
al., 2011).
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Apesar da importancia econémica da cana-de-agucar, ha necessidade de
novos esforcos de sequenciamento de transcriptomas de cana-de-agucar
derivados de varios tecidos e tratamentos, visando aumentar o conjunto basico de
informacBes e auxiliar nas estratégias biotecnologicas. Novas tecnologias
gendmicas, como a proxima geracdo de sequenciamento, permitirdo estudos
trancriptdmicos mais eficientes e ajudardo a estabelecer uma plataforma para a

gendmica da cana-de-acucar (Cardoso-Silva et. al., 2014).

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar e validar a expressao de transcritos SuperSAGE relacionados
com as vias de transducdo de sinais por fitormoénios, em cana-de-aclUcar sob
déficit hidrico (supressdo de rega, 24h), para desenvolvimento futuro de

marcadores moleculares funcionais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar as unitags SuperSAGE diferencialmente expressas envolvendo
bibliotecas de raizes de plantas tolerantes e sensiveis, apos 24h de estresse

de supresséao de rega;

2. Minerar ESTs associados as unitags diferencialmente expressas pelos bulks de
acessos tolerantes e sensiveis, nas comparacdes sob estresse em relacdo aos
respectivos controles negativos, cujas anotacdes forem de proteinas/ genes
das vias de transducéo de sinais por fitormoénios, discutindo suas participacdes
nas respostas ao estresse.

3. Desenhar e propor, a partir das ESTs acima, ao menos 25 pares de primers
para RT-gPCR, contribuindo para futuros desenvolvimento de marcadores

moleculares funcionais para selecao assistida envolvendo o estresse;

4. Validar parte das expressoes diferenciais observadas por RT-gPCR, de alvos
moleculares selecionados das diferentes vias de transducdo de sinais, com o

proposito de reforcar a importancia dos dados obtidos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ORIGENS DAS UNITAGS SUPERSAGE

As unitags disponiveis para este trabalho foram oriundas de bibliotecas HT-
SuperSAGE envolvendo ensaios, que estdo aqui descritos sumariamente
somente para entendimento dos acessos implicados e do estresse aplicado. Em
janeiro de 2008, em Piracicaba (SP), foi estabelecido e conduzido pelo Centro de
Tecnologia Canavieira (CTC), um ensaio com 20 acessos previamente
selecionados com base em histéricos, em relacdo a tolerancia a seca. Esses
acessos foram plantados em vasos (de 40 L) contendo substrato Plantmax® e,
apos dois meses do plantio, foram aplicados os tratamentos para a identificacdo
dos acessos mais contrastantes, tolerantes e sensiveis a seca. Foram quatro
tratamentos (T1: planta com irrigacdo permanente; T2: planta com supressédo de
rega por 3 dias; T3: supressao de rega por 10 dias e T4: supressdo de rega por
20 dias) e trés repeticbes. Com base em andlises estatisticas dos dados
fisiolégicos foram selecionados quatro acessos tolerantes (CTC6, CTC15, SP83-
2847, SP83-5073) e quatro sensiveis (CTC9, CTC13, SP903414, SP90-1638).
Esses acessos foram estabelecidos em novo ensaio para fins de amostrar raizes
para extracdo de RNA total. O ensaio foi conduzido em caixas de 10 L e com o
tempo de supressédo de rega alterado para dois tratamentos: (1) controle negativo:
plantas constantemente irrigadas e (2) estressado: plantas com supressdo de
rega de 24 h. A extracdo de RNA total de todas as amostras seguiu o protocolo do
reagente Trizol® (Invitrogen). Apés purificacdo com RNeasy Mini kit (Qiagen®) e
quantificacdo, amostras de RNA de cada acesso tolerante foram combinadas
equimolarmente em bulk. O mesmo foi feito para amostras de acessos sensiveis.
Todos os procedimentos moleculares encontram-se descritos em Kido et al.
(2012). Os bulks de RNA foram usados para confeccionar quatro bibliotecas
SuperSAGE: (1) SD24T: plantas tolerantes estressadas; (2) SDTC: plantas
tolerantes controle; (3) SD24S: plantas sensiveis estressadas e (4) SDSC: plantas
sensiveis controle. As bibliotecas HT-SuperSAGE foram geradas sob supervisédo
do prof. Guenter Kahl (Universidade de Frankfurtt — Alemanha), seguindo

basicamente a metodologia proposta por Matsumura et al. (2003), mas com
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adaptadores e sequenciamento via SOLEXA® (lllumina Genome Analyzer II), por
intermédio da empresa GenXPro GmbH (Frankfurt, Germany). Maiores detalhes
encontram-se em Kido et al. (2012). As tags (de 26 pb) sequenciadas estiveram

disponiveis para o presente trabalho.

4.2 ANALISE DAS UNITAGS SUPERSAGE

Das tags disponiveis (8.787.315, distribuidas nas quatro bibliotecas),
aguelas singlets (sequenciadas apenas uma vez) foram excluidas, e as analises,
realizadas através do software DiscoverySpace 4.0.1 (Robertson et al., 2007),
para os contrastes entre as duas bibliotecas tolerantes (SD24T vs SDTC) e as
duas sensiveis (SD24S vs SDSC), feitas aplicando-se o teste de significancia de
Audic e Claverie (1997), ao nivel de 5 % de probabilidade (p < 0,05), sendo as
tags diferencialmente expressas, classificadas como sendo de expresséao:
reprimida (DR), induzidos (UR) e n&o significativa (n.s.). O valor da modulagéo da
expressdo da tag (FC; Fold Change), obtido ap6s a normalizacdo da biblioteca
para um milhdo de tags, foi calculado como simples relacdo entre frequéncias
observadas de mesma unitag (ou tag Unica) em duas bibliotecas, geralmente a
estressada e a controle, representando quantas vezes uma determinada unitag foi

mais ou menos expressa (sua modulagéo), ao se comparar duas situacoes.

4.3 ANALISE BIOINFORMATICA

As unitags foram alinhadas via BLASTn com ESTs de cana-de-agUcar
(Saccharum spp.) disponiveis na base de dados NCBI
(http://'www.ncbi.nlm.nih.gov/), tendo sido aceitos alinhamentos demonstrando: (1)
e-value < 0,005; (2) maximo de um erro no alinhamento unitag — EST; (3)
sequéncia CATG integra (5’) e (4) alinhamentos plus / plus. ESTs com unitags
ancoradas, por sua vez, foram alinhadas via BLASTx (e-value < €% com
sequéncias protéicas curadas da base de dados UniProt/SuissProt
(http://www.uniprot.org/) para confirmar uma possivel anotagdo e obter, se
disponivel, o identificador KO (Kegg Ortholog), o qual foi utilizado com a
ferramenta KEGG Mapper (Search&Color Pathway), da base de dados KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes; http://www.genome.jp/kegg/), para

confeccionar o0 mapa metabdlico que inclue as vias de transducéo de sinal por


http://www.uniprot.org/
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fitormonios (Plant Hormone Signal Transduction), a partir do modelo disponivel

para sorgo.

4.4 ESCOLHA DOS GENES-ALVO PARA VALIDACAO POR RT-QPCR

De acordo com as expressdes observadas nas andlises in silico das
unitags relacionadas com as vias de transducdo de sinal por fitormonios, alguns
genes-alvo foram escolhidos para validagdo por RT-gPCR. Assim, foram
escolhidas unitags com expressao induzida ou reprimida na comparacdo entre
tratamentos do estresse de déficit hidrico, expressdo contrastante entre os bulks
analisados (ex: superexpressa no bulk tolerante e reprimida ou expressao nao-
diferencial no bulk sensivel). Foram também considerados na escolha a
modulacdo de expressdo da unitag (maiores valores FC) e a frequéncia

observada da unitag nas bibliotecas comparadas.

4.5 DESENHOS DOS PRIMERS

Os primers, para amplificar as ESTs alvos que alinharam na via de
fitormdnio e que continham as unitags de interesse, foram desenhados através do
programa Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), com o0s seguintes
parametros: (1) tamanho do primer (pb): minimo de 20, 6timo de 22 e maximo de
24; (2) tamanho do amplicom (pb): de 80 a 150; (3) temperatura de dissociacao
(TM) do primer (°C): minima de 58, 6tima de 60 e maxima de 62; (3) Temperatura
de melting do produto (°C): minima de 75, étima de 85 e méaxima de 95; (4)
conteudo GC (%):variacao de 45 a 55 e (5) CG clamp: 1. Os demais parametros
seguiram o padrdo do programa. Os inputs utilizados no programa foram as
sequéncias de ESTs de cana-de-acUcar que alinharam com unitags de interesse

(UR ou DR), com no maximo um erro (mismatch) no alinhamento das 26 pb.

As ESTs escolhidas para desenho de primers consideraram unitags
contrastantes nas respostas dos bulks de acessos tolerantes e sensiveis, ou seja,
induzidas (UR) no bulk de acessos tolerantes, apos aplicagéo do estresse (SD24T
x SDTC) e, ao mesmo tempo, reprimidas (DR) ou ao menos n.s. na resposta do
bulk de acessos sensiveis (SD24S x SDSC), ou vice-versa (DR na resposta do
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bulk de acessos tolerantes e UR ou n.s. na resposta do bulk de acessos

sensiveis).

4.6 SINTESE DE CDNA E REACAO DE RT-QPCR

As amostras de RNA total de cada acesso sob os quatro tratamentos
(SD24T, SDTC, SD24S e SDSC) foram isoladas dos mesmos tecidos utilizados
para a construcdo das bibliotecas HT-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®), conforme orientacdes do fabricante, a partir de 1 ng de
RNA provenientes de amostras quantificadas via fluorometro Qubit® (Invitrogen®).
Testes de PCR convencional foram realizados para verificar amplificacdo dos
cDNAs, com os primers propostos, nas seguintes condi¢des: 95 °C por 5 minutos,
seguido de 35 ciclos de 95 °C por 15 segundos, 58 °C por 30 segundos e 72 °C
por 30 segundos. Os fragmentos foram analisados em gel de agarose 1.5 %,
corado com Blue-green Loading Dye (LGC Biotechnology®). As reacdes de RT-
gPCR foram realizadas em um volume final de 10 uL, 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 ou 1:10.000 (v:v)],
0,3 pL de cada primer (direto e reverso) gene-especifico (0,2 a 0,5 uM), 5 pL de
HotStart-IT SYBR Green qPCR Master Mix 2X (USB®), 3,4 uL de agua ultrapura
estéril. As reacbes de RT-gPCR foram realizadas no equipamento Fluorescent
Quantitative  Quantification System (BIOER®) utilizando-se a seguinte
programacao: desnaturacao inicial de 95 °C por 2 minutos, seguidos de 40 ciclos
de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 60 segundos, com uma extensao 65 °C por
20 segundos, sendo a deteccao do sinal da fluorescéncia ao final de cada etapa
de extensdo. Para cada par de primer foi avaliada a curva de dissociagdo do
produto amplificado (curva de melting), com o intuito de verificar possiveis
contaminacfes das trés repeticbes de cada amplificacdo, além de controle
negativo (amostra sem cDNA). Os valores de Ct (ciclo limiar — threshold cicle), as
concentragbes mais eficientes dos primers (faixa de 0,2 a 0,5 uM), as

temperaturas de melting e as quantificacbes absolutas foram estimados com o
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software que acompanha o termociclador Line Gene 9600 (BIOER®). As andlises
de quantificacdo relativa, utilizando-se como normalizadores a - tubulina e
GAPDH (D-glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), cujas sequéncias foram
oriundas da literatura e analisadas com o software REST (Relative Expression
Software Toll) versdo 2.0.13 (Pfaffl, Horgan e Dempfle, 2002).
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5 RESULTADOS

5.1 EFEITO DO ESTRESSE DE DEFICIT HIDRICO (SUPRESSAO DE REGA
POR 24 H)

Das tags HT-SuperSAGE disponiveis (8.787.315), ap6s a exclusao dos
singlets, resultaram 205.975 unitags (tags diferentes ou tags unicas). Destas
unitags, apos alinhamento BLASTn (e-value < 0,005) com ESTs de cana-de-
acucar da base de dados NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), 76.441 unitags
ancoraram com no maximo um erro no alinhamento com as ESTs. As ESTs
ancorando unitags, depois de retirado as redundantes, foram alinhadas com os
234 transcritos de sorgo previstos nas vias de transducao de sinal por fitormonios,
da base de dados KEGG (Plant Hormone Signal Transduction), cujos genes
identificados para sorgo estdo destacados em verde na Figura 1. Assim, foi
possivel identificar 66 ESTs de cana-de-acucar, relacionadas com 144 unitags e
com as vias de sinalizagc&o por fitormoénios para sorgo. Os perfis de regulacédo das
unitags observadas nas vias de sinalizacéo, em relacdo ao total de cada tipo (UR,
DR e n.s.) estdo dispostos na Tabela 2, para os contrastes tolerante [bulk dos
guatro acessos tolerantes com supressao de rega de 24 h versus mesmo bulk na
condicdo controle (SD24T vs SDTC)] e sensivel [bulk dos quatro acessos
sensiveis com supressdo de rega de 24 h versus mesmo bulk na condigcédo
controle (SD24S vs SDSC)]. As ESTs que ancoraram unitags (66) tiveram suas
anotacdes confirmadas com similaridades com proteinas curadas (ap0s
alinhamento BLASTx com o banco UniProt/SuissProt). Tal procedimento permitiu
obter identificadores KO, dispostos na Tabela 3, com o0s quais foram
confeccionados os mapas metabolicos das vias de transducédo de sinais dos oito

fitormbnios estudados, tendo por base as vias de sorgo ja mapeadas.



46

Figura 1 - Via de transducdo de sinal por fitorménios, de acordo com a base de dados KEGG
Pathway (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). Componentes envolvidos na transducéo de
sinal e identificados em sorgo estdo em destaque em verde.
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Tabela 2 - Regulacdo das unitags HT-SuperSAGE expressas em bibliotecas de acessos
contrastantes de cana-de-aglicar sob estresse de seca (supressdo de rega por 24 h), seu
quantitativo (tpm; tags por milhdo) nas duas bibliotecas e o percentual correspondente ao total de
unitags.

SD24T vs SD24S vs

Regulagéo SDTC* % SDSC* %

UR total 12179 8,01 12085 8,51

UR da via de transducéo de sinal 15 13 14 13
DR total 12482 8,20 16339 11,51

DR da via de transducéo de sinal 8 7 11 11
n.s. total 127388 83,78 113522 79,98

n.s. da via de transducéo de sinal 93 80 80 76
Total de UR, DR e n.s. 152049 100 141946 100

*Total de unitags; UR (induzida), DR (reprimida) e n.s. (n&o significativa ao nivel de p < 0,05 em
teste Audic-Claverie); SD24T vs SDTC: bulk de quatro acessos tolerantes com supressao de rega
de 24 h versus mesmo bulk de acessos na condicdo controle; SD24S vs SDSC: bulk de quatro
acessos sensiveis com supresséo de rega de 24 h versus mesmo bulk na condi¢ao controle.

Tabela 3 - Numero identificador do KO (KEGG Orthology) das ESTs de cana-de-aglcar expressas
sob estresse de déficit hidrico (supressao de rega por 24 horas) e respectivas anotacdes conforme
a base de dados UniProt.

KO Anotacéo KO Anotacéo
K13449 pathogenesis-related protein 1 K14496 abscisic acid receptor PYR/PYLPYR/PYL
K13463 coronatine-insensitive protein 1 K14497 protein phosphatase 2C
K13464 Jasmonate ZIM domain-containing protprot | k14498  serine/threonine-protein kinase SRK2
K14431 transcription factor TGA K14500 BR-signaling kinase
K14432 ABA responsive element bindingbinding facto | k14502 protein brassinosteroid insensitive
K14484 auxin-responsive protein IAA K14505 cyclin D3 plant
K14486 auxin response factor K14506 jasmonic acid-amino synthetase
K14487 auxin responsive GH3 genegene family K14508 regulatory protein NPR1
K14488 SAUR family protein K14509 ethylene receptor
K14490 histidine-containing phosphotransfer K14514 ethylene-insensitive protein 3
K14491 two-component response regulator ARRARR | k14515 EIN3-binding F-box protein

K14492 two-component response regulator ARRARR | k14516 ethylene-responsive transcription factor

K14495 F-box protein GID2 K16189 phytochrome-interacting factor 4

As quantidades de unitags UR, DR ou n.s. observadas nos bulks de
acessos tolerantes e sensiveis, e em cada via de transducao de sinal, podem ser
vistas na Figura 2. De acordo com a figura, nas analises dos contrastes (tolerante
ou sensivel) se observa que grande parte das unitags mapeadas apresentou
regulacdo n.s. Por outro lado, a Unica via a n&o apresentar unitags
diferencialmente expressas foi a do Etileno (Figura 2). Nas vias do Etileno, acido
Abscisico e Auxina, comportamentos semelhantes foram observados nos dois

contrastes (tolerante e sensivel). No entanto, ao se comparar 0S contrastes
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tolerante e sensivel é possivel observar algumas diferencas, como por exemplo,
na via relativa ao 4cido Jasmonico, no contraste tolerante foram observadas
unitags sob as trés regulagdes (reprimidas, induzidas e n.s.), enquanto no
contraste sensivel ndo se observou unitag reprimida. O contrario foi observado na
via da Citocinina e do acido Salicilico, onde no contraste tolerante nao foi
observado unitag reprimida, enquanto no contraste sensivel foram observadas
unitags sob as trés regulagdes. Ainda, na via da Giberelina, no contraste tolerante
s6é foram observadas unitags n.s., enquanto no contraste sensivel foram
observadas unitags também reprimidas. Ja na via referente aos
Brassinoesteroides, no contraste tolerante foram observadas unitags reprimidas e

n.s., enquanto no contraste sensivel, somente unitags induzidas e n.s.

Figura 2 - Gréfico com distribuicdo das unitags nas bibliotecas HT-SuperSAGE de cana-de-acucar
sob estresse de seca (supressdo de rega por 24 h) com Regulacdo UR (induzida; cor vermelha);
DR (reprimida; cor verde) e n.s. [expressdo ndo diferencial (p < 0,05); cor amarela], conforme
contraste tolerante [unitags expressas pelo bulk de quatro acessos tolerantes sob estresse
(SD24T) vs o bulk tolerante controle negativo (SDTC)] e sensivel [unitags expressas pelo bulk de
guatro acessos sensiveis sob estresse (SD24S) vs o bulk sensivel controle negativo (SDSC)].
Eixo x esta representando os fitormdnios da via de transducdo de sinal, para cada contraste e o
eixo y a quantidade de unitags (tpm; tags por milhdo), em cada via.
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5.2 MAPEAMENTO DAS UNITAGS NAS VIAS DE TRANSDUCAO DE SINAL
POR FITORMONIOS

5.2.1 Auxina

Em relacdo ao mapeamento dos componentes previstos especificamente
em cada via, na via de transducéo de sinal do fitormbnio auxina cinco dos seis
componentes previstos foram mapeados (excecdo para TR1), representando
aproximadamente 83 % da via mapeada. Para estes cinco componentes, uma
possivel expressdo diferencial foram observadas, com unitags induzidas e
reprimidas (além de n.s.). Componentes mapeados (e ndao mapeados), EST
similar de cana-de-aclcar, unitags observadas, com respectivas regulacoes,
valores de FC e frequéncias normalizadas (tpm; tags por milhdo) em cada
biblioteca HT-SuperSAGE podem ser vistos, especificamente para esta via, na
Tabela 4.
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Tabela 4 - ESTs de cana-de-agUcar mapeadas na via de transducgédo de sinal por Auxina, com respectivas unitags HT-SuperSAGE dos bulks de acessos de
cana-de-aclicar sensiveis e tolerantes sob estresse de 24 horas de supressao de rega, suas modulacGes de expressdo [FC (fold change)], regulacdes

observadas (Reg), e quantitativo (tpm; tags por milh&o) por biblioteca analisada (SD24T; SDTC; SD24S e SDSC).

Auxina
Tolerante Sensivel
Via* EST Unitag Composicéo de bases
FC** Reg SD24T SDTC FC** Reg SD24S SDSC
AUXL  BOS36s43 CTC-SD145198  CATGGCATATAAGGCTCGCTAGCTCG 1,07 — 1,00 0,94 # # # #
CTC_SD75431  CATGCAGCCAGTGTTAATTGCTAGGT 119 — 17,88 15,00 615 - 16,36 2,66
TR1 X X X X X X X X X X X
cazeailg CTC_SD128895  CATGGACCAGAAGCAATAATCTATCT 2,02 - 334,60 165,45 1,54 - 273,38 177,75
CTC_SD147145 CATGGCCCAGAAGCAATAATCTATCT -2,81 DR 1,00 2,81 4,79 DR 1,00 4,79
CA099829  cTC SD80735  CATGCATCTCCTTTGTGCTGCTAAAA 4,77 - 4,77 1,00 -1,90 n.s. 1,40 2,66
CA118538  cTC SD31886 CATGACTTTGTTCCCTCCCTACTTAC # # # # -1,07 n.s. 0,93 1,00
CTC_SD236438 CATGTGATGCTGAGGCTATACTAACC 1,06 n.s. 1,99 1,87 -1,37 n.s. 2,34 3,19
CTC_SD10790 CATGAAGAATATTATAATTCCAAGGA # # # # -1,06 n.s. 1,00 1,06
CA282838 (cTC_SD10791 CATGAAGAATATTATAATTCCAAGGC 2,12 n.s. 3,97 8,44 -1,94 n.s. 4,67 9,05
AUXNAA CTC_SD182029 CATGGTTATTTGTTAAAGAACAGGCA 1,07 n.s. 1,00 0,94 1,14 n.s. 0,93 1,06
CTC_SD236367 CATGTGATGCAGAGGCTATACTAACC -1,26 n.s. 0,79 1,00 -1,06 n.s. 1,00 1,06
CTC_SD239194 CATGTGCATTTGTATGTCTGTGATGT 181 - 32,19 17,81 1,30 n.s. 40,19 30,87
CTC_SD239201  CATGTGCATTTGTGTGTCTGTGATGT # # # # -1,06 n.s. 1,00 1,06
CA09ggsL CTC_SD240306  CATGTGCCTTTGTATGTCTGTGATGT # # # # -1,07 n.s. 0,93 1,00
CTC_SD86459  CATGCCACAAGACCTGATGGTTCGTG 1,41 n.s. 1,00 1,41 2,13 DR 1,00 2,13
CTC_SD86461  CATGCCACAAGAGCTGATGGTTCGTG 1,07 n.s. 1,00 0,94 # # # #
CTC _SD239192 CATGTGCATTTGTATGTCTGCGATGT 1,19 n.s. 1,19 1,00 # # # #




o1

Auxina
Via* EST Unitag Composicéo de bases Tolerante Sensfvel
FC** Reg SD24T SDTC FC** Reg SD24S SDSC
CA193103  cTC SD32033  CATGAGAAAAAGCTCAACGAGTGCAC 1,77 n.s. 0,79 1,41 -1,06 n.s. 1,00 1,06
CF575557  cTC_SD112100 CATGCTGCGTAGTAGCCATCTCTAAT 2,54 n.s. 3,58 1,41 2,11 n.s. 5,61 2,66
CA105632  cTC SD102169 CATGCGTGGAATGATGTGTGGTCACT 1,13 n.s. 477 4,22 2,05 n.s. 3,27 1,60
AUXNAA CTC_SD115227  CATGCTGTGTGCTGTTTTCATTGTAT 1,30 - 81,46 62,81 1,10 n.s. 73,84 67,06
Crs76007 CTC_SD115226  CATGCTGTGTGCTGCTTTCATTGTAT 1,07 n.s. 1,00 0,94 # # # #
CTC_SD115239  CATGCTGTGTGGTGTTTTCATTGTAT 1,15 n.s. 7,55 6,56 1,65 n.s. 14,02 8,52
CTC SD123050 CATGGAAACTTCTCAGTTTCAAGTGC 1,19 n.s. 1,19 1,00 -1,07 n.s. 0,93 1,00
CTC_SD90882  CATGCCCTGGTATTGAGGTTCGGGCA 1,30 n.s. 47,69 36,56 1,31 n.s. 29,91 22,88
CTC_SD90883  CATGCCCTGGTATTGAGGTTCGGGCC # # # # -1,07 n.s. 0,93 1,00
ARF CAl96922 cTC SD90884  CATGCCCTGGTATTGCGGTTCGGGCA 1,07 n.s. 1,00 0,94 # # # #
CTC_SD90887  CATGCCCTGGTCTTGAGGTTCGGGCA 1,07 n.s. 1,00 0,94 -1,07 n.s. 0,93 1,00
CTC_SD91129  CATGCCCTTGTATTGAGGTTCGGGCA -1,41 n.s. 1,00 1,41 # # #
CAD83441  cTC SD11643  CATGAAGATGGTTGGATCGAGGATGC 1,07 n.s. 1,00 0,94 # # #
CTC_SD203387 CATGTAGCCTGTCTGTAAGTAGTAGT 177 - 19,87 11,25 1,04 n.s. 36,92 35,66
GH3 CA130024 (cTC SD142572 CATGGCAACAGATTCATCAGGTGCTT # # # 1,87 n.s. 1,87 1,00
CTC_SD209416  CATGTATCCTGTCTGTAAGTAGTAGT # # # -1,06 n.s. 1,00 1,06
CA138672  cTC SD218838  CATGTCAGTTACATATACTAAATTAC 2,36 n.s. 119 2,81 -1,60 n.s. 1,00 1,60
CA080190  cTC SD193742  CATGTAATCCTCCATTGAGGCTAGCT 1,07 n.s. 1,00 0,94 -114 n.s 0,93 1,06
CA190410 CTC_SD106661  CATGCTCAATCCACACAACGAAACGG 1,07 n.s. 1,00 0,94 -1,07 n.s 0,93 1,00
SAUR CTC_SD106662 CATGCTCAATCCACACAAGGAAACGG -1,18 n.s. 3,97 4,69 -1,99 n.s. 3,74 7,45
CAzgp3py CTC_SD51059 CATGATCGAAATTGCTGCTCAGACAT # # # # 3,74 - 3,74 1,00
CTC_SD51058  CATGATCGAAATTCCTGCTCAGACAT 1,19 n.s. 119 1,00 4.67 - 4,67 1,00

* com base em componentes previstos para sorgo (base de dados KEGG Pathway); ** FC: raz&o entre as frequéncias de uma unitag presente na biblioteca
do bulk tolerante ou sensivel sob estresse em relacéo a biblioteca controle; UR (induzida), DR (reprimida) e n.s. (expressao nao diferencial p < 0,05, teste
Audic-Claverie); SD24T (biblioteca com bulk de quatro acessos tolerantes sob estresse; SDTC (controle negatido do bulk tolerante); SD24S (biblioteca com

bulk de quatro acessos sensiveis sob estresse) e SDSC (controle negativo do bulk sensivel); X: componente ndo observado; #: unitag ndo observada.
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5.2.2 Citocinina

Ja na via relativa ao fitormonio citocinina foram mapeados trés dos quatro
componentes previstos (75 % da via), faltando somente o componente CREL.
Para aqueles mapeados, unitags majoritariamente induzidas foram observadas no
bulk de acessos tolerantes, sendo todas as regulacdes observadas no bulk de

acessos sensiveis (Tabela 5).

5.2.3 Giberelina

Em relacdo ao fitormbénio giberelina, foram mapeados todos os
componentes previstos para sorgo (100 % da via). Para os componentes
mapeados, unitags majoritariamente reprimidas e nado significativas foram

observadas (Tabela 6).

5.2.4 Acido Abscisico

Na via relativa ao acido Abscisico, foram mapeados também todos os
quatro componentes previstos em sorgo (100 % da via). Com base nas
expressdes das unitags, dois componentes apresentaram unitags com
expressdes contrastantes ao se comparar 0os bulks de acessos tolerantes e
sensiveis. Assim, duas unitags referentes ao componente PYR / PYL
apresentaram-se induzidas (UR) no bulk de acessos tolerantes (CTC_SD122705 e
CTC_SD122727), sendo uma delas (CTC_SD122705), reprimida (DR) no bulk de
acessos sensiveis. Para o componente PP2C, a unitag CTC_SD63056 se

comportou de forma inversa (Tabela 7).
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Tabela 5 - ESTs de cana-de-aglcar mapeadas na via de transducéo de sinal por Citocinina, com respectivas unitags HT-SuperSAGE dos bulks de acessos
de cana-de-acgUcar sensiveis e tolerantes sob estresse de 24 horas de supressdo de rega, suas modulag6es de expressédo [FC (fold change)], regulacdes

observadas (Reg), e quantitativo (tpm; tags por milh&o) por biblioteca analisada (SD24T; SDTC; SD24S e SDSC).

Citocinina
Via* EST Unitag Composicao de bases Tolerante Sensivel
FC** Reg SD24T SDTC FC** Reg SD24S SDSC
CRE1 X X X X X X X X X X X
CTC_SD264868 CATGTTCGCTGTGTTCCCGCAATCGT 2,49 - 183,19 73,59 1,45 - 200,48 137,84
AHP CAlsgila  ClC-oD264809  CATGTTCGCTGTGTTCCTGCAATCGT 6,36 - 6,36 1.00 # # # #
CTC_SD264928  CATGTTCGCTTTGTTCCCGCAATCGT # # # # 2,34 - 2,34 1,00
CTC_SD45454  CATGATAAGTATATCTTTGAAGGTGT # # # # -1,07 n.s. 0,93 1,00
CA149447  CTC_SD96004  CATGCCTTGAATCGCAAATGATGTTG # # # # -1,06 n.s. 1,00 1,06
BARR CA090780  CTC_SD49218  CATGATCAAGGCGGAGAAGGATGATC -1,54 n.s. 5,17 7,97 1,53 n.s. 15,42 10,11
CA154673  CTC_SD50355  ~ATGATCCATCCACCCCCTGCGCCCG 1,41 n.s. 1,99 1,41 -1,14 n.s. 1,40 1,60
CTC_SD129872 cATGGACGCCCTTGTGTTCGTTAGGA 1,12 n.s. 19,47 17,34 -4,88 DR 6,54 31,93
CTC_SD129932  CATGGACGCCTTTGTGTTCGTTAGGA 1,99 n.s. 1,99 1,00 -1,06 n.s. 1,00 1,06
A-ARR CAI1099 CTC_SD161835 CATGGGCGCCCTTGTGTTCGTTAGGA -1,26 n.s. 0,79 1,00 # # # #
CTC_SD77156  CATGCAGTCCAGAGGCGAGGCAAGCA 1,27 n.s. 1,19 0,94 -1,07 n.s. 0,93 1,00
DN193250  CTC_SD43267 cATGAGTGTCGGCCACGTACGCTTGC 1,19 n.s. 1,19 1,00 # # # #
CA285156  CTC_SD66728 -1,26 n.s. 16,69 21,09 3,07 - 19,63 6,39

CATGCAAAAAAGTAAAGAACCCTGTC

* Com base em componentes previstos para sorgo (base de dados KEGG Pathway); ** FC: razao entre as frequéncias de uma unitag presente na biblioteca
do bulk tolerante ou sensivel sob estresse em relagdo a biblioteca controle; UR (induzida), DR (reprimida) e n.s. (expresséo néo diferencial p < 0,05, teste
Audic-Claverie); SD24T (biblioteca com bulk de quatro acessos tolerantes sob estresse; SDTC (controle negatido do bulk tolerante); SD24S (biblioteca com

bulk de quatro acessos sensiveis sob estresse) e SDSC (controle negativo do bulk sensivel); X: componente ndo observado; #: unitag ndo observada.
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Tabela 6 - ESTs de cana-de-aglicar mapeadas na via de transducao de sinal por Giberelina, com respectivas unitags HT-SuperSAGE dos bulks de acessos
de cana-de-acgUcar sensiveis e tolerantes sob estresse de 24 horas de supressdo de rega, suas modulag6es de expressa0 [FC (fold change)], regulacdes
observadas (Reg), e quantitativo (tpm; tags por milh&o) por biblioteca analisada (SD24T; SDTC; SD24S e SDSC).

Giberelina
. . . Tolerante Sensivel
Via* EST Unitag Composicéo de bases
FC** Reg SD24T SDTC FC** Reg SD24S SDSC
DELLA  CA090901 CTC_SD150565 ATGGCGCAGCCTCCCCGGGEGaeGS — -2.660943155 DR 1,00 2,66 # # # #
CTC_SD51570  cATGATCGGCTAATGTGTAAAGTTTC 1192153721 n.s. 1,19 1,00 # # # #
CTC_SD24403 -2,277636423 DR 4,21 9,58 1,07 n.s. 7,55 7,03
GID2 CA226480 — CATGACATATATGTGATGTGCCAAGA
CTC_SD24421 CATGACATATCTGTGATGTGCCAAGA -1,258227 n.s. 0,79 1,00 # # # #
CTC_SD28764 CATGACGTATATGTGATGTGCCAAGA # # # # -1,07 n.s. 0,93 1,00
TF CA072933

* Com base em componentes previstos para sorgo (base de dados KEGG Pathway); ** FC: razéo entre as frequéncias de uma unitag presente na biblioteca
do bulk tolerante ou sensivel sob estresse em relacédo a biblioteca controle; UR (induzida), DR (reprimida) e n.s. (expressao nédo diferencial p < 0,05, teste
Audic-Claverie); SD24T (biblioteca com bulk de quatro acessos tolerantes sob estresse; SDTC (controle negatido do bulk tolerante); SD24S (biblioteca com
bulk de quatro acessos sensiveis sob estresse) e SDSC (controle negativo do bulk sensivel); X: componente ndo observado; #: unitag ndo observada.
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Tabela 7 - ESTs de cana-de-agUcar mapeadas na via de transdugdo de sinal por acido Abscisico, com respectivas unitags HT-SuperSAGE dos bulks de
acessos de cana-de-aglcar sensiveis e tolerantes sob estresse de 24 horas de supresséo de rega, suas modulagdes de exp ressao [FC (fold change)],

regulacdes observadas (Reg), e quantitativo (tpm; tags por milh&o) por biblioteca analisada (SD24T; SDTC; SD24S e SDSC).

Acido Absiscico

Via* EST Unitag Composicao de bases Tolerante Sensivel
FC** Reg SD24T SDTC FC** Reg SD24S SDSC
CAL03150  CTC_SD132025  CATGGAGACGGACTACGTGCGGCGGT # # # # -1,07 ns. 09 1,00
CTC_SD132573  CATGGAGATCTATCCTTTTTTCTCCA -1,25 ns. 26,62 33,28 -2,88 DR = 1589 4577
CTC_SD128681  CATGGACATCTATCCTTTTTTCTCCA 1,07 n.s. 1,00 0,94 # # # #
Crs71gga  C C-oD132589 CATGGAGATCTCTCCTTTTTTCTCCA # # # # -1,06 n.s. 1,00 1,06
PYRIPYL CTC_SD132596  CATGGAGATCTGTCCTTTTTTCTCCA -1,26 n.s. 0.79 1,00 # # # #
CTC_SDI137270  CATGGATATCTATCCTTTTTTCTCCA 1,41 n.s. 1,00 141 # # # #
CTC_SD202615  CATGTAGATCTATCCTTTTTTCTCCA # # # # -1,06 n.s. 1,00 1.06
CTC_SD122705  CATGGAAAATGAGTTTTGAGGAACTG 1,97 - 81,39 15,94 -1,70 DR = 2103 3566
CA151002 CTC_SD122727 cATGGAAAATGGGTTTTGAGGAACTG 2.19 - 34,97 15,94 142 ns 1308 1863
CTC_SD263896  CATGTTCCGATCATTGCATTCCTTAG -1,26 n.s. 0.79 1,00 -1,07 n.s. 093 1,00
CA272368  CTC_SD131708  CATGGAGAAGAGCTACTCGAGGATGG -1,18 n.s. 0.79 0.94 -1,06 n.s. 1,00 1,06
ppoc  DQ°34396  CTC_SDI3E634  CATGGATAATTCCAGTCCCAGAGGTA -1,18 n.s. 0.79 0,94 # # # #
BO532602 CTC_SD63056  CATGATTGCTTTCTTTTAGCCCTTTC 1,13 n.s. 102,53 90,46 1,35 - 102,34 75,57
CTC_SD119071  CATGCTTGCTTTCTTTTAGCCCTTTC -2,34 DR 1,00 234 # # # #
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Acido Absiscico

Via* EST Unitag Composicéo de bases Tolerante Sensivel
FC** Reg SD24T SDTC FC** Reg SD24S SDSC
CA174990  CTC_SDI134033  CATGGAGGACCTAGACTCAGATGCCG -1,98 DR 8,74 17,34 -1,02 n.s. 8,88 9.05
CTC_SD134034  CATGGAGGACCTAGCCTCAGATGCCG 1,07 n.s. 1,00 0,94 # # # #
CTC_SDI134487  CATGGAGGCCCTAGACTCAGATGCCG -1,87 DR 100 187 # # # #
CA250797  CTC_SD3128  CATGAAACTTATATGCCGAAATCTAC 2,54 - 10,73 422 2,63 n.s. 421 1.60
SnRK2 CTC_SD3133  CATGAAACTTATATGCTGAAATCTAC -1,32 n.s. 20,27 26,72 -2,19 DR 1729 3179
CA091132  CTC_SD24389%  CATGTGGAGTTACTCTGTATGTGATG 1,59 n.s. 159 1,00 -1,07 n.s. 0,93 1,00
BQ533476  CTC_SD67977  CATGCAAATTTGTCACCGGGACTTGA # # # # -1,06 n.s. 1,00 1.06
CA147205  CTC_SD115325  CATGCTGTTAAATGCGCGCCTGTAAC 1,17 n.s. 11,52 9.84 5,56 - 17,76 319
CA069381 CTC_SD213370  CATGTATGTTTGTTGTTATTTCTCAT -1,26 ns. 0.79 1,00 # # # #
carazgre  C C—DHSTI3 CATGCTGTTGTTGCGGCAATCTTGCT -2,16 n.s. 2,38 516 -1,42 n.s. 3,74 5,32
CTC_SD257350  CATGTTAATAGTAGTAGCAAGCCGTC 1,41 n.s. 1,00 141 -1,14 n.s. 0,93 1,06
ABF CF577297  CTC_SD134603  CATGGAGGCGGAGTGGAGAAAGTGGT # # # # -3,19 DR 1,00 319
CA230985  CTC_SD49159  CATGATCAAGAACCGCGAGTCCGCGG 1,59 n.s. 1,59 1,00 -1,07 n.s. 0,93 1,00
CA235595  CTC_SD49158  CATGATCAAGAACAGGGAGTCGGCCG # # # # -1,07 n.s. 0.93 1,00

* Com base em componentes previstos para sorgo (base de dados KEGG Pathway); ** FC: razao entre as frequéncias de uma unitag presente na biblioteca
do bulk tolerante ou sensivel sob estresse em relagdo a biblioteca controle; UR (induzida), DR (reprimida) e n.s. (expressao nao diferencial p < 0,05, teste
Audic-Claverie); SD24T (biblioteca com bulk de quatro acessos tolerantes sob estresse; SDTC (controle negatido do bulk tolerante); SD24S (biblioteca com
bulk de quatro acessos sensiveis sob estresse) e SDSC (controle negativo do bulk sensivel); X: componente ndo observado; #: unitag ndo observada.
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5.2.5 Etileno

Na via de transducé@o de sinal do fitormdnio etileno, foi possivel mapear
unitags em quatro dos sete componentes previstos em sorgo (57 % da via). Para
0S componentes mapeados foram observadas unitags de expressdo néo
diferencial apds aplicacdo do estresse (n.s.). Os componentes para oS quais ndo
foram detectadas unitags foram CTR1, EIN2 e ERF 1/2 (Tabela 8).

5.2.6 Brassinoesteroides

Para a via de transducédo de sinal por brassinoesteroides, somente trés dos
sete componentes previstos em sorgo (43 % da via) puderam ser mapeados
(excecédo para BRI1, BKI1, BZR1/2 e TCH4). Para os componentes mapeados,
unitags de expressao diferencial somente foram observados para o componente
BSK (unitag CTC_SD5807, reprimida e expressa pelo bulk de acessos tolerantes;
Tabela 9), e para o componente BIN2 (unitag CTC_SD57752, observada induzida

pelo bulk de acessos sensiveis ap6s aplicacdo do estresse; Tabela 9).
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Tabela 8 - ESTs de cana-de-agUcar mapeadas na via de transdugédo de sinal por Etileno, com respectivas unitags HT-SuperSAGE dos bulks de acessos de
cana-de-aclicar sensiveis e tolerantes sob estresse de 24 horas de supressao de rega, suas modulacGes de expressdo [FC (fold change)], regulacdes
observadas (Reg), e quantitativo (tpm; tags por milh&o) por biblioteca analisada (SD24T; SDTC; SD24S e SDSC).

Etileno
Via* EST Unitag Composicéo de bases Tolerante Sensivel
FC** Reg SD24T SDTC FC** Reg SD24S SDSC
CTC_SD30307  cATGACTGACAATGAATACGACCCCG -1,61 — 4,37 7,03 1,56 — 748 479
CA264722  CTC_SD29143  CATGACTAACAATGAATACGACCCCG 1,07 n.s. 1,00 0,94 4 # # #
ETR CTC_SD30310  CATGACTGACAGTGAATACGACCCCG -1,18 I, 1,59 1.87 -1,06 S 1,00 1,06
CA089819  CTC_SD67244  CATGCAAACTATTCTGAACATCTCTG 1,59 n.s. 1,59 1,00 4 # # #
CA287079  CTC_SD74395  ~ATGCAGACGATTGATGGATTCGAAG 2,95 n.s. 0,79 2,34 1,60 n.s. 1,00 1,60
CTR1 X X X X X X X X X X X
MPK6  CA082922  CTC_SD9045  CATGAACTACCTCTCTTACAGACAAC 126 n.s. 0,79 1,00 142 n.s. 1,87 2,66
EIN2 X X X X X X X X X X X
EIN3 BQ535140 CTC_SD106227 CATGCTATTGACATCGTCGAAGACTC 126 n.s. 0,79 1,00 1,40 n.s. 1,40 1,00
EBF1/2  CA134593 CTC_SD178606 CATGGTGGGTCTCCTGTTTGTCTTAG 1,19 n.s. 1,19 1,00 1,07 n.s. 0,93 1,00
ERF1/2 X X X X X X X X X X X

* Com base em componentes previstos para sorgo (base de dados KEGG Pathway); ** FC: razao entre as frequéncias de uma unitag presente na biblioteca
do bulk tolerante ou sensivel sob estresse em relagédo a biblioteca controle; UR (induzida), DR (reprimida) e n.s. (expressao nao diferencial p < 0,05, teste
Audic-Claverie); SD24T (biblioteca com bulk de quatro acessos tolerantes sob estresse; SDTC (controle negatido do bulk tolerante); SD24S (biblioteca com
bulk de quatro acessos sensiveis sob estresse) e SDSC (controle negativo do bulk sensivel); X: componente ndo observado; #: unitag ndo observada.
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Tabela 9 - ESTs de cana-de-aglcar mapeadas na via de transducgédo de sinal por Brassinoesteroide, com respectivas unitags HT-SuperSAGE dos bulks de
acessos de cana-de-agUcar sensiveis e tolerantes sob estresse de 24 horas de supressdo de rega, suas modulagdes de expressdo [FC (fold change)],

regulacdes observadas (Reg), e quantitativo (tpm; tags por milh&o) por biblioteca analisada (SD24T; SDTC; SD24S e SDSC).

Brassinoesteroide

Via* EST Unitag Composicéo de bases Tolerante Sensivel
FC** Reg SD24T SDTC FC** Reg SD24S SDSC
BRI1 X X X X X X X X X X
Bsk CA09B432 CTC_SD171857  CATGGTCAACAGCATTCTATCTTCAG -1,26 n.s. 0,79 1,00 # # # #
CTC_SD5807  CATGAAATTCTAGAAAAGACGGGCTA -1,87 DR 1,00 1,87 # # # #
BKI1 X X X X X X X X X X X
CTC_SD272903 CATGTTGGTCCAGTAGTTAAGGGTAA 1,07 n.s. 24,64 22,97 -1,21 n.s. 30,38 36,72
CTC_SD272906  CATGTTGGTCCAGTTGTTAAGGGTAA -1,26 n.s. 0,79 1,00 # # # #
BIN2 CA092667 CTC_SD272912 CATGTTGGTCCCGTAGTTAAGGGTAA # # # # -1,07 n.s. 0,93 1,00
CTC_SD57751  CATGATGTAAATGATCATCACCCAAA 1,07 n.s. 1,00 0,94 1,71 n.s. 0,93 1,60
CTC_SD57752  CATGATGTAAATGATCATCACCCAAC 1,28 n.s. 31,79 24,84 1,61 - 35,05 21,82
CTC_SD57755  cATGATGTAAATGCTCATCACCCAAC # # # # -1,07 n.s. 0,93 1,00
BZR1/2 X X X X X X X X X X X
TCH4 X X X X X X X X X X X
CYCD3 CA103401  CTC_SD38440 -1,05 n.s. 3,58 3,75 -1,30 n.s. 3,27 4,26

CATGAGCTTCCTCGCCTGCGATGTCG

* Com base em componentes previstos para sorgo (base de dados KEGG Pathway); ** FC: razao entre as frequéncias de uma unitag presente na biblioteca
do bulk tolerante ou sensivel sob estresse em relagdo a biblioteca controle; UR (induzida), DR (reprimida) e n.s. (expressao nao diferencial p < 0,05, teste
Audic-Claverie); SD24T (biblioteca com bulk de quatro acessos tolerantes sob estresse; SDTC (controle negatido do bulk tolerante); SD24S (biblioteca com
bulk de quatro acessos sensiveis sob estresse) e SDSC (controle negativo do bulk sensivel); X: componente ndo observado; #: unitag ndo observada.
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5.2.7 Acido Jasmonico

Em relagdo a via pertinente ao acido jasmonico, trés dos quatro
componentes previstos em sorgo foram mapeados (75 % da via). Para os
componentes mapeados (Tabela 10), foram observadas unitags induzidas,
reprimidas e n.s. Em relacdo a uma possivel expresséao diferencial pelos bulks de
acessos contrastantes, o componente JAZ apresentou unitag reprimida pelo bulk
de acessos tolerantes apOs aplicacdo do estresse, enquanto que o bulk de
acessos sensiveis apresentou unitag induzida (Tabela 10).

5.2.8 Acido Salicilico

Por sua vez, na via referente ao acido salicilico, todos os trés componentes
previstos em sorgo foram mapeados (100 % da via), e todos eles apresentaram
unitags induzidas pelo bulk de acessos tolerantes apds aplicacédo do estresse. Por
sua vez, o bulk de acessos sensiveis somente apresentou uma unitag induzida,
para um dos componentes (NPR1), em conjunto com duas outras unitags
reprimidas (Tabela 11).
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Tabela 10 - ESTs de cana-de-aglicar mapeadas na via de transducédo de sinal por acido Jasménico, com respectivas unitags HT-SuperSAGE dos bulks de
acessos de cana-de-agUcar sensiveis e tolerantes sob estresse de 24 horas de supressdo de rega, suas modulagdes de expressdo [FC (fold change)],

regulacdes observadas (Reg), e quantitativo (tpm; tags por milhdo) por biblioteca analisada (SD24T; SDTC; SD24S e SDSC).

Acido Jasménico

) . . Tolerante Sensivel
Via* EST Unitag Composicédo de bases
FC** Reg SD24T SDTC FC** Reg SD24S SDSC
CTC_SD265760  CATGTTCTAGTGCTGCTGGTTGCTAG 2,54 - 28,61 11,25 1,23 ns. 13,08 10,64
JARL  BOsaaor CTC-SDIS4020  CATGTAATTATCTTTTTCACTGTTCC 1,20 n.s. 6,76 5,62 1,13 n.s. 421 373
CTC_SD265761  CATGTTCTAGTGCTGCTTGTTGCTAG -1,26 ns. 0,79 1,00 # # # #
CTC_SD266697  CATGTTCTGGTGCTGCTGGTTGCTAG # # # # -1,07 n.s. 0,93 1,00
coi  CA218522 CTC_SD89217  CATGCCCAGGTTCTTGCGTACTGCTC 1,87 DR 1,00 1,87 2,20 n.s. 2,34 1,06
CA107151 CTC SD111527 CATGCTGCAGGAGCTCAAGCTCGACA # # # # 1,07 n.s. 0,93 1,00
CTC_SD131734 CATGGAGAAGCGCAAGGGCCGGGTCG 1,35 n.s. 23,45 17,34 9,44 - 80,38 8,52
CTC_SD122583 CATGGAAAAGCGCAAGGGCCGGGTCG 1,43 n.s. 8,74 6,00 # # # #
CTC_SD131737 CATGGAGAAGCGCAAGGTCCGGGTCG 1,18 n.s. 0,79 0,94 # # # #
CA111140
CTC_SD132015 CATGGAGACGCGCAAGGGCCGGGTCG 1,26 ns. 0,79 1,00 # # # #
CTC_SD150193 CATGGCGAGGAAGGCGTCGCTGCGGC 1,26 n.s. 0,79 1,00 # # # #
CTC_SD163289 CATGGGGAAGCGCAAGGGCCGGGTCG # # # # -1,06 n.s. 1,00 1,06
JAZ DN192804 CTC_SD131733 CATGGAGAAGCGCAAGGGCAGGATCG 1,32 n.s. 5,56 4,22 1,90 n.s. 6,08 3,19
CA090429 CTC_SD239239  CATGTGCCAAAGTGTTCTGTTTTGGG 1,38 ns. 5,17 3,75 234 - 2,34 1,00
CTC_SD135657 CATGGAGTCACCAGGGATGGAGGTGG 1,14 ns. 18,68 16,40 254 - 12,15 479
Bosas77g CTC-SDI3S658  CATGGAGTCACCAGTGATGGAGGTGG 1,07 ns. 1,00 0,94 # # # #
CTC_SD135694 CATGGAGTCCCCAGGGATGGAGGTGG 1,07 n.s. 1,00 0,94 1,40 n.s. 1,40 1,00
CTC SD135749 CATGGAGTCGCCAGGGATGGAGGTGG -1,87 DR 1,00 1,87 # # # #
MYC2 X X X X X X X X X X X

* Com base em componentes previstos para sorgo (base de dados KEGG Pathway); ** FC: raz&o entre as frequéncias de uma unitag presente na biblioteca
do bulk tolerante ou sensivel sob estresse em relacéo a biblioteca controle; UR (induzida), DR (reprimida) e n.s. (expressdo nao diferencial p < 0,05, teste
Audic-Claverie); SD24T (biblioteca com bulk de quatro acessos tolerantes sob estresse; SDTC (controle negativo do bulk tolerante); SD24S (biblioteca com

bulk de quatro acessos sensiveis sob estresse) e SDSC (controle negativo do bulk sensivel); X: componente ndo observado; #: unitag ndo observada.
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Tabela 11 - ESTs de cana-de-aclicar mapeadas na via de transducao de sinal por acido Salicilico, com respectivas unitags HT-SuperSAGE dos bulks de
acessos de cana-de-agUcar sensiveis e tolerantes sob estresse de 24 horas de supressdo de rega, suas modulagdes de expressdo [FC (fold change)],

regulacdes observadas (Reg), e quantitativo (tpm; tags por milh&o) por biblioteca analisada (SD24T; SDTC; SD24S e SDSC).

Acido Salicilico

Via* EST Unitag Composicéo de bases Tolerante Sensivel
FC** Reg SD24T SDTC FC** Reg SD24S SDSC
CTC_SDI111184  CATGCTGATTGTTAGCTTTGCAGCCA 1,13 s, 6,36 562 -3,80 DI 2,80 10,64
CTC_SDII1185  CATGCTGATTGTTAGCTTTGCAGCCG -1,26 :s: 0.79 100 # # # #
calatopy O TC-SPHIIEY CATGCTGATTGTTTGCTTTGCAGCCA 1,13 — 1,59 1,41 # # # #
CTC_SDI90609  CATGTAACACTGCTTCAGTAGATAAA -1,26 = 0.79 100 # # # #
CTC_SD190610  CATGTAACACTGCTTCAGTAGATAAT 1,41 — 1,99 1,41 -1,14 — 1.40 1,60
CTC_SDI90611  CATGTAACACTGTTTCAGTAGATAAT -1,26 s 0.79 100 # # # #
CAlgagny D970 CATGGTCAATCTGTTGGCCATTTCGA 3,58 - 3,58 1,00 # # # #
NPR1 CTC_SD106848  CATGCTCACTTGTGCTTGTACAGTAT 151 n.s. 6,36 4,22 2.05 n.s. 6,54 3,19
Crs70s03 0032076 CATGAGAAAAGAGTCAGAAGAATCCA # # # -2,66 DR 1,00 2,66
CTC_SD12906  CATGAAGCTTCTCTACCTGGAAAACA # # # # -1,07 — 0.93 1,00
CTC_SD67687  CATGCAAATCAACATCTCCATTGTTT 1,70 = 159 0,94 -1,07 s 0.93 100
Caosesas  _ C-oDB7683  CATGCAAATCAACATATCCATTGTTT 1,07 = 1,00 0,94 # # # #
CTC_SD67684  CATGCAAATCAACATCACCATTGTTT -1,26 s 0.79 1,00 -1,06 s, 1,00 1,06
CTC_SD67690  CATGCAAATCAACATCTTCATTGTTT 2,83 s 3,97 141 -1,14 ns. 1,40 1.60
CA121739 CTC_SD266132  CATGTTCTCGGGCCTGTCTTCATCGT 149 n.s. 23,05 15,47 207 IR 2757 1330
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Acido Salicilico

. . - Tolerante Sensivel
Via* EST Unitag Composicéo de bases
FC** Reg SD24T SDTC FC** Reg SD24S SDSC
TGA CA168959 CTC_SD215549  CATGTATTTGGGGTAGCTCTCCTCTG 4,13 - 15,50 3,75 1,76 n.s. 4,67 2,66
CTC_SD82795  CATGCATGTATACCGTGGGTCTGAGG 4,37 - 4,37 1,00 1,17 n.s. 1,87 1,60
CTC_SD206797  CATGTATACCTTGGGTCTGAGGGAAT # # # # -1,06 — 1,00 1.06
CA284756 CTC_SD209287  ~ATGTATCCCGTGGGTCTGAGGGAAT 1.99 n.s. 1,99 1,00 187 n.s. 1,87 1,00
PR-1 ’ '
CTC_SD214148  CATGTATTCCGTGGGTCTGAGGGAAT # # # # -1,06 — 1,00 1.06
CTC_SD82819  CATGCATGTATCCCGTGGGTCTGAGG -1,26 n.s. 0,79 1,00 # # # #
CA281933 CTC_SD69679 CATGCAAGTATACCGGGGTCGGACGG 477 - 4,77 1,00 -1.90 n.s. 1,40 2,66

* Com base em componentes previstos para sorgo (base de dados KEGG Pathway); ** FC: razéo entre as frequéncias de uma unitag presente na biblioteca
do bulk tolerante ou sensivel sob estresse em relacédo a biblioteca controle; UR (induzida), DR (reprimida) e n.s. (expressao nédo diferencial p < 0,05, teste
Audic-Claverie); SD24T (biblioteca com bulk de quatro acessos tolerantes sob estresse; SDTC (controle negativo do bulk tolerante); SD24S (biblioteca com
bulk de quatro acessos sensiveis sob estresse) e SDSC (controle negativo do bulk sensivel); X: componente ndo observado; #: unitag ndo observada.
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53 PROPOSICAO DE PRIMERS PARA DESENVOLVIMENTO DE
MARCADORES MOLECULARES FUNCIONAIS

As unitags consideradas contrastantes nas respostas dos bulks de acessos
tolerantes e sensiveis, ou seja, induzidas (UR) no bulk de acessos tolerantes,
apos aplicacdo do estresse (SD24T x SDTC) e, ao mesmo tempo, reprimidas
(DR) ou ao menos n.s. na resposta do bulk de acessos sensiveis (SD24S x
SDSC), ou vice-versa (DR na resposta do bulk de acessos tolerantes e UR ou n.s.
na resposta do bulk de acessos sensiveis), totalizaram 33, cujas ESTs (Tabela
12) estiveram disponiveis para desenho de primers, possibilitando a proposicao
de 20 pares de primers envolvidos com as diversas vias de transducdo de sinal
por fitormdnios (Tabela 13).

Tabela 12 - Unitags HT-SuperSAGE ancoradas em ESTs anotadas para componentes das vias de
transducdo de sinal por fitormdnios, e que apresentaram respostas distintas quanto a regulacao
(Reg) de expressdo observada na resposta do bulk de quatro acessos tolerantes de cana-de-

aclcar (contraste SD24T vs SDTC) e quatro sensiveis (SD24S vs SDSC) apés aplicagdo do
estresse de supresséo de rega (apés 24 h).

Tolerante Sensivel
Unitag EST Fitormonio***
FC* Reg** FC* Reg**
CTC_SD119071 -2,34 DR # # BQ532692 Acido Abscisico
CTC_SD63056 -2,34 DR 1,35 UR BQ532692 Acido Abscisico
CTC_SD135749 -1,87 DR # # BQ533779 Acido Jasmonico
CTC_SD135657 1,14 n.s. 2,54 UR BQ533779 Acido Jasmdnico
CTC_SD265760 2,54 UR 1,23 n.s. BQ534401 Acido Jasmonico
CTC_SD75431 1,19 n.s. 6,15 UR BQ536843 Auxina
CTC_SD239239 1,38 n.s. 2,34 UR CA090429 Acido Jasmdnico
CTC_SD150565 # # -2,66 DR CA090901 Giberelina
CTC_SD57752 1,28 n.s. 1,61 UR CA092667 Brassinoesteroide
CTC_SD5807 -1,87 DR # # CA098432 Brassinoesteroide
CTC_SD86459 -1,41 n.s. -2,13 DR CA098951 Auxina
CTC_SD239194 1,81 UR 1,30 n.s. CA098951 Auxina
CTC_SD80735 4,77 UR -1,90 n.s. CA099829 Auxina
CTC_SD129872 1,12 n.s. -4,88 DR CA110996 Citocinina
CTC_SD131734 1,35 n.s. 9,44 UR CA111140 Acido Jasmdnico
CTC_SD266132 1,49 n.s. 2,07 UR CA121739  Acido Salicilico
. Tolerante Sensivel ] .
Unitag EST Fitormonio***

FC* Reg** FC* Reg**
CTC_SD203387 1,77 UR 1,04 n.s. CA130024 Auxina




CTC_SD111184
CTC_SD115325
CTC_SD122705
CTC_SD122727
CTC_SD264869
CTC_SD264928
CTC_SD264868
CTC_SD171970
CTC_SD215549
CTC_SD134487
CTC_SD134033
CTC_SD89217
CTC_SD24403
CTC_SD3133
CTC_SD3128
CTC_SD147145
CTC_SD128895
CTC_SD69679
CTC_SD51059
CTC_SD51058
CTC_SD82795
CTC_SD66728
CTC_SD32076
CTC_SD132573
CTC_SD115227
CTC_SD134603

1,13
1,17
1,97
2,19
6,36

2,49
3,58
4,13
-1,87
-1,98
-1,87
1,07
-1,32
2,54
-2,81
2,02
4,77

1,19
4,37
-1,26

-1,25
1,3
#

n.s.
n.s.

UR
UR
UR
#
UR
UR
UR
DR
DR
DR
n.s.
n.s.
UR
DR
UR
UR
#
n.s.
UR
n.s.
#
n.s.
UR
#

-38
5,56
1,7

-1,42

#
2,34
1,45

#
1,76

#

-1,02
2,2

-2,28

-2,19
2,63

-4,79
1,54
-1,9
3,74
4,67
1,17
3,07

-2,66

-2,88
1,1

-3,19

DR
UR
DR

n.s.

#
UR
UR

#

n.s.

#

n.s.

n.s.
DR
DR
n.s.
DR
UR
n.s.
UR
UR
n.s.
UR
DR
DR
n.s.
DR

CA141021
CA147205
CA151002
CA151002
CA159114
CA159114
CA159114
CAl164927
CA168959
CA174990
CA174990
CA218522
CA226480
CA250797
CA250797
CA268118
CA268118
CA281933
CA282321
CA282321
CA284756
CA284756
CF570803
CF571884
CF576007
CF577297

Acido Salicilico
Acido Abscisico
Acido Abscisico
Acido Abscisico
Citocinina
Citocinina
Citocinina
Acido Salicilico
Acido Salicilico
Acido Abscisico
Acido Abscisico
Acido Jasmdnico
Giberelina
Acido Abscisico
Acido Abscisico
Auxina
Auxina
Acido Salicilico
Auxina
Auxina
Acido Salicilico
Acido Salicilico
Acido Salicilico
Acido Abscisico
Auxina
Acido Abscisico

* FC: razdo entre as frequéncias de uma unitag presente na biblioteca do bulk
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tolerante sob

estresse, em relacdo a biblioteca controle; **Reg: regulagdo da unitag [UR (induzida); DR
(reprimida); n.s. (expressao nao diferencial p < 0,05, teste Audic-Claverie); *** Fitormbnio: via de
transducdo de sinal por fitorménio do KEGG Pathway; SD24T (biblioteca com bulk de quatro
acessos tolerantes sob estresse; SDTC (controle negativo do bulk tolerante); SD24S (biblioteca
com bulk de quatro acessos sensiveis sob estresse) e SDSC (controle negativo do bulk sensivel);

X: componente ndo observado; #: unitag ndo observada.



66

Tabela 13 - Pares de primers propostos para amplificacéo por RTg-PCR, com base em ESTs de cana-de-aclicar ancorando unitags HT-SuperSAGE induzidas (UR)
ou reprimidas (DR), para componentes de via de transducdo de sinal por fitorménio#, bem como regulagBes (Reg) e modulacdes da expressédo génica (FC)
observadas na resposta tolerante (de bulk de quatro acessos de cana-de-acUcar) e na resposta sensivel (de bulk de quatro acessos sensiveis), apos aplicacdo do
estresse de supressao de rega (apos 24 h).

Unitag ';I'cc:)leranézg** Fiinsw:;g** EST Fitormonio* anal\i/:isida# Amplicon™  TA (°Cc)™ Primer (L e R)**
CTC_SD63056 -2,34 DR 1,35 UR BQ532692 ABA PP2C 140 61 Zii;g;%%&ii&%ﬁéﬁgg
CTC_SD134033 -1,98 DR -1,02 ns CA174990 ABA SnRK2 143 61 f_;gig%;%%ﬁi%i%?@igiﬁgc
cresomm  2s UR  2s e camorr  Asa s a0 o CICCTTGAMCACGAACATAG
CTC_SD115325 1,17 ns 5,56 UR CA147205 ABA SnRK2 127 60 ﬁggigi%g?;ﬁ%igi?ﬁggg:g
CTC_SD134603 # # -3,19 DR CF577297 ABA ABF 105 61 giglggglg;;%?;g;iéﬁ?cc
CTC_SD122705 1,97 UR -1,70 DR CA151002 ABA PYR /PYL 148 59 ;g?r-giTGCGAﬁrGGGGAAGGGG;CGﬁTGGTE_CC
CTC_SD111184 1,13 ns -3,80 DR CA141021 Acido Salicilico NPR1 139 60 g:éi:g:g;?::ggg;ééigﬁg
Cresowiso asm UR ¢ ¢ calsesr dosaicio  wemi 1 o AIOAMCCTOCTOTICTICTOC
CTC_SD69679 4,77 UR -1,90 ns CA281933 Acido Salicilico PR-1 137 61 g;%i&%%?iﬁ;%;;%?:gfe
CTC_SD82795 4,37 UR 1,17 ns CA284756 Acido Salicilico PR-1 145 59 glﬁg;?ggﬁggﬁgiﬁgﬁigﬁég
CTC_SD89217 2,54 DR 1,23 ns BQ534401 Acido Jasmdnico coll 145 60 CTCTGATGCAAGTGAGGATGTC

CTCCTTGAAGGTTCCCTTTTTC
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Unitag FTgJera;';eg** FifnSi\llig** EST Fitormonio* anal\i/;?’:\da# Amplicon™ TA (°C)** Primer (L e R)**
CTC_SD131734 1,35 ns 9,44 UR CA111140 Acido Jasménico JAZ 124 61 ¢§:g:élggé$éﬁgiggéigAT
CTC_SD239239 1,38 ns 2,34 UR CA090429 Acido Jasm®énico JAZ 127 59 _?éfé:gé?;?:ggf{%igﬂég
CTC_SD135657 1,14 ns 2,54 UR BQ533779 Acido Jasménico JAZ 92 61 I;??:igéAAcc(éiI’?ggg:AAé;AAL%
CTC_SD150565 -2,66 DR # # CA090901 Giberelina DELLA 113 60 gggi;gi%igilggii;ﬁ?ilg
CTC_SD80735 4,77 UR -1,90 Ns CA099829 Auxina AUX 163 59 gg?;?;g%i:’é;%ig%ﬁ'ﬁ?ﬁée
CTC_SD32076 # # -1,79 DR CF570803 Acido salicilico TGA 131 60 égé(?ESAﬁ%iL%ngAi%AGﬁAng
CTC_SD215549 2,98 UR 1,65 Ns CA121739 Acido salicilico TGA 149 59 ?gigéi?rﬁgﬁgllgéiggmi
CTC_SD115325 1,17 ns 5,56 UR CA147205 ABA PP2C 127 60 222?2?_%2?;'?%?2??16?5?:5

CTC_SD51059 # # 3,74 UR CA282321 Auxina SAUR 117 60 TGAGTTCGGGTACAAMCAGGAG

ATCAGTCATCAGTTCCGAGAGC

*FC: razao entre as frequéncias de uma unitag presente na biblioteca do bulk tolerante sob estresse em relacao a biblioteca controle; **Reg: regulacdo das unitags
[UR (induzida); DR (reprimida); n.s. (ndo significativa ao nivel de p < 0,05, teste Audic-Claverie)]; *** Fitorménio: via de transducgédo de sinal por fitormdnio do KEGG
Pathway; **Via analisada: componente de uma das vias de transducdo de sinal; *Amplicon (pb): tamanho do fragmento de DNA a ser amplificado; ** TA:
temperatura de anelamento do primer (°C); “* Primer L: primer Left, primer R: primer Right.
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Na triagem inicial, a partir de PCR convencional visando amplificar cDNAs
com os 20 primers propostos, 18 deles amplificaram bandas em gel de agarose
(excecdo para os alvos AUX / IAA e SnRK2b), sendo aqueles que amplificaram,
testados quanto a eficiéncia em reacdes de RT-gPCR. Os resultados dos testes
de eficiéncia dos primers propostos em reacfes de RT-gPCR podem ser
verificados na Tabela 14, bem como o ciclo inicial de deteccdo de amplificagéo,

para os alvos e para os dois genes de referéncia.

Tabela 14 - Teste de eficiéncia dos primers propostos para componentes das vias de transducao
de sinais por fitorménios, visando amplificar amostras a partir de raizes de cana-de-aglcar, em
reacles de RT-qPCR.

Gene EST Eficiéncia do primer Ct da diluicdo
Genes de referéncia (%) 1/10*
GAPDH SoGl_TC531505 >90 22
a-Tubulina SoGl _TC446900 > 90 25
Componente alvo
ABF CF577297 101,51 24
AUX [ 1AA CA099829 n.a. n.d.
col1 BQ534401 94,59 22
DELLA CA090901 101,48 23,6
JAZa BQ533779 n.e. -
JAZb CA090429 n.e. -
JAZc CA111140 93,73 21,8
NPR1a CA141021 n.e. -
NPR1b CA164927 92,59 24,64
NPR1c CA141021 n.e. -
PP2Ca BQ532692 90 24
PP2Ch CA147205 n.e. -
SAURa CA282321 n.e. -
PR1 CA284756 95,88 22,4
PYR /PYL CA151002 108,24 23,7
SAURDb CA098951 n.e. -
SnRK2a CA174990 91,35 22,55
SnRK2b CA147205 n.a. n.d.

* Ciclo limiar, primeira deteccdo significativa da amplificacdo na diluicdo 1/10 do
concentrado; n.d. (hdo determinado); n.e.(néo eficiente); n.a. (ndo amplificou)

A quantificacdo relativa, feita para nove primers funcionais (eficiéncias

entre 90 e 110 %) especificos para componentes das vias de transducédo de sinais
por fitormbnios (SnRK2, NPR1, PP2C, ABF, DELLA, COIl1, JAZ, PR1 e
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PYR/PYL), a partir de cDNAs dos bulks de gendtipos tolerantes sob estresse
(SD24T) e condi¢des normais de rega (SDTC), bem como dos bulks de genoétipos
sensiveis sob estresse (SD24S) e respectivo controle negativo (SDSC), mostrou
para os alvos selecionados ndo haver diferencas significativas nos niveis de

transcrigao.

5.4 RESULTADOS DA VALIDACAO POR RT-QPCR

Os dados in silico de algumas das unitags diferencialmente expressas
[induzida (UR) ou reprimida (DR), em testes Audic-Claverie (p < 0,05)], para os
alvos selecionados com primers eficientes (ABF, DELLA, COI1, NPR1, PR1,
PYR/PYL, PP2C, SnRK2 e JAZ) tiveram suas respectivas quantificacdes relativas
por RT-gPCR estimadas, a partir dos normalizadores a-Tubulina e GAPDH, e

cDNAs individuais dos acessos sensiveis (Tabela 15) e tolerantes (Tabela 16) .



Tabela 15 - Dados da quanticacao relativa por RT-qPCR para os acessos sensiveis em nove alvos selecionados.
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Sensivel

ABF DELLA Col1 NPR1 PR1 PYR/PYL PP2C SnRK2 JAZ

Exp. Reg. Exp. Reg. Exp. Reg. Exp. Reg. Exp. Reg. Exp. Reg. Exp. Reg. Exp. Reg. Exp. Reg.

CTC9 0,79 ns. 1,147 ns. 1,807 UR 1,532 UR 0,471 DR 1,696 n.s 1,245 n.s. 0,757 n.s. 3,473 UR
CTC 13 091 ns. 0,802 ns. 1,531 ns. 1,192 ns. 0,617 DR 1,507 ns 1,229 ns. 1,218 n.s. 1,964 UR
SP90-1638 1,29 n.s. 0,782 n.s. 1543 n.s. 0966 n.s. 0,735 n.s. 1,243 ns 1,044 n.s. 1,142 n.s. 1,165 n.s.
SP90-3414 0,365 DR 1,232 n.s. 0,377 DR 1,143 n.s. 0,763 n.s. 0,877 n.s 0,816 n.s. 0,877 n.s. 0,961 n.s.

Exp: valor da quantificacdo relativa por RT-gPCR; Reg: regulacdo da unitag [UR (induzida); DR (reprimida); n.s. (expressédo nao diferencial p < 0,05, teste
Audic-Claverie)

Tabela 16 - Dados da quanticacao relativa por RT-qPCR para 0s acessos tolerantes em nove alvos selecionados.

Tolerante

ABF DELLA Col1 NPR1 PR1 PYR/PYL PP2C SnRK2 JAZ

Exp. Reg. Exp. Reg. Exp. Reg. Exp. Reg. Exp. Reg. Exp. Reg. Exp. Reg. Exp. Reg. Exp. Reg.

CTC6 1,245 nss. 1,093 ns. 0,763 n.s. 0,734 ns. 0,322 DR 0,549 ns. 1,06 ns. 0,645 ns. 1,152 n.s.
CTC15 0,656 n.s. 1,027 n.s. 0,553 n.s. 1,193 ns. 0,888 n.s. 0,389 DR 0,349 DR 1982 UR 2,694 UR
SP83-2847 0,474 n.s. 0,611 DR 0452 DR 059 ns. 04 DR 0491 ns 0,94 n.s. 1,007 ns. 1,266 n.s.

SP83-5073 0,978 n.s. 1,292 n.s. 1,519 ns. 1,831 ns. 1,896 UR 2,154 UR 1,15 n.s. 1,057 n.s. 0,701 n.s.

Exp: valor da quantificacdo relativa por RT-gPCR; Reg: regulacdo da unitag [UR (induzida); DR (reprimida); n.s. (expressédo nao diferencial p < 0,05, teste
Audic-Claverie)
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6 DISCUSSAO
6.1 ANALISES IN SILICO DAS VIAS DE SINALIZACAO POR FITORMONIOS

As analises in silico permitiram detalhar o comportamento transcricional em

algumas das vias de transducéo de sinais por fitormdnios.
6.1.1 Via de transducéo do sinal por Auxina

Auxina (IAA) é uma classe de fitormbnios que estd envolvida com o
crescimento das plantas frente a uma gama de estresses, incluindo a seca (Han
et al., 2009; Jain e Khurana, 2009). Entretanto, ha pouca informacao ainda quanto
aos efeitos do estresse de déficit hidrico sobre a sua biossintese e 0os seus niveis
na planta estressada. Existe uma alteragdo no nivel endégeno de IAA quando o
vegetal estd exposto ao estresse de déficit hidrico, entretanto, se a auxina
aumenta ou diminui em condicfes de estresse permanece controverso. Kazan e
Manners (2009) sugeriram uma potencial ligacdo entre a resposta de IAA e
estresses bioticos e abibticos, especialmente considerando crosstalks de 1AA e

outros fitormoénios, como o acido salicilico e ABA.

Na via de transducdo do sinal do IAA, AUX1 é um transportador de IAA,
bombeando-o para dentro da célula, jA& a proteina TIR1 controla respostas
transcricionais a IAA (Chapman e Estelle, 2009). No presente estudo, unitags
foram observadas para o transportador de auxina AUX1 com expressao n.s. pelo
bulk de acessos tolerantes apds a aplicacdo do estresse, e com unitag induzida

(FC de 6,15) pelo bulk de acessos sensiveis (tabela 4).

Sob baixas concentracdes de IAA, AUX / IAA (genes responsivos a IAA)
reprimem a atividade do fator de resposta a IAA (ARF) (Chapman e Estelle,
2009). Quando ocorre um aumento no nivel de IAA, a proteina F-box TIR1 e AUX
/ IAA, se unem para formar um co-receptor de IAA e ligam-se diretamente a IAA
(Dharmasiri et al., 2005; Kepinski e Leyser, 2005). A proteina F-box TIR1 participa
de um complexo de ubiquitina ligase (SCF'"Y), fazendo com que o repressor de
AUX / IAA marque-a para ser degradada pelo protoassoma 26S. Esta degradagéo
acarreta na nao repressdao de ARF, permitindo a transcricdo de genes

responsivos a IAA (GH3 e SAUR), culminando na resposta do fitorménio, como
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por exemplo, elongamento celular. Para ESTs das familias AUX / IAA, uma
mesma unitag foi induzida pelos dois bulks (tolerante e sensivel) e outra unitag foi
reprimida, também pelos dois bulks, definindo o destaque em laranja na Figura 4.
Mas o bulk tolerante teve outras trés unitags induzidas (FC de até 4,77), enquanto
que o bulk sensivel teve outra unitag reprimida (FC de -4,79), o que poderia

diferenciar os bulks.

Para o fator de transcricdo ARF todas as unitags relacionadas foram de
expressdo n.s., enquanto que unitags relacionadas com TIR1 nao foram
detectadas (Figura 3). Por sua vez, o bulk tolerante apresentou, apds o estimulo,
unitag induzida para GH3 (FC de 1,77) e n.s. para SAUR; enquanto que o bulk
sensivel apresentou unitags n.s. para GH3 e duas induzidas (FC de até 4,67) para
SAUR (tabela 4). Logo, percebe-se nos dois bulks tendéncia de indugcdo como
resultado de transcricdo de genes responsivos a IAA, em resposta ao estresse
aplicado. IAA seria o principal fitorménio envolvido no comego do crescimento das
raizes adventicias e laterais, sob estresse hidrico (De Smet et al.,, 2006). Esta
poderia ser uma das estratégias dos acessos pesquisados em resposta ao

estimulo.

Em plantas transgénicas (com maior nivel endégeno de IAA) e selvagens
de Arabidopsis thaliana submetidas a estresse de supressao de rega por 21 dias,
quando tratadas com 1 uM de IAA diariamente por sete dias antes do tratamento
hidrico, apresentaram maior taxa de crescimento (20 — 30 %), menor perda de
eletrdlitos (20 — 30 %) e baixa taxa de perda de agua nas folhas, quando
comparada com as plantas sem tratamento (Shi et al., 2014). J4 a planta mutante
com deficiéncia para trés enzimas chave na biossintese de IAA (YUCCAL,
YUCCA2 e YUCCS6) apresentou, apdés o mesmo tratamento, uma diminuicdo de
20 % na taxa de crescimento, aumento de 30 % na perda de eletrolitos e maior
taxa de perda de agua nas folhas. Por outro lado, alguns estudos relataram que o
aumento no nivel de IAA estd correlacionado com o crescimento reduzido da
planta (Ribaut e Pilet, 1994), ao passo que pesquisas em fisiologia mostraram que
estresses osmoticos provocam uma grande reducédo do IAA em folhas de arroz,
tomate (Nilsen e Orcutt, 1996) e em raizes de trigo (Shakirova et al., 2003). Além

disso, varios miRNAs associados com a sinalizacdo de IAA séo regulados
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positivamente por seca ou estresse osmaotico e desempenham papel importante
no crescimento da raiz (Liu et al., 2008). De qualquer forma, estes fatos indicam
que auxina pode desempenhar um papel importante na resposta a estresses
abidticos, e que o controle da homeostase da auxina nas plantas necessita de
maiores entendimentos, para que forneca novas abordagens sobre os
mecanismos moleculares de adaptacao da planta ao estresse.

Figura 3- Orquestracao transcricional da via de transducdo de sinal pelo fitorménio Auxina, em
resposta ao estresse de supresséo de rega (24 h) pelo: (A) bulk de quatro acessos tolerantes e (B)
bulk de quatro acessos sensiveis de cana-de-acUcar. Em destaque, componentes da via com
presenca de unitags HT-SuperSAGE: em vermelho — de expresséo induzida (ao nivel de p < 0,05,
Teste Audic-Claverie); em laranja — de expressdo induzida e reprimida; em amarelo — de
expressdo nao significativa; em branco — sem unitag identificada.
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6.1.2 Via de transducéo do sinal por Citocinina

A via de transducdo de sinal por citocinina (CKs) é mediada pela
fosforilacdo de diversas etapas (Argueso et al., 2009). A ligacdo especifica de
CKs aos seus receptores (CRE1, AHK) acarreta na sua autofosforilacdo e
liberacdo do grupo fosfato, fazendo com que os componentes da cascata de
sinalizacdo (HPTs; histidina fosfotransferases), transfira, do citoplasma para o
nacleo, o grupo fosfato (West, 2001), que posteriormente, € transferido para
fatores de transcricdo B-AAR. Estes, por sua vez, ativam a transcricdo do A-ARR
e de genes responsivos aos CKs (Sakai et al., 2000), acarretando na acdo do
fitormonio na divisdo celular e abertura dos estomatos, por exemplo (Igbal et al.,
2006; Gupta e Rashotte, 2012). De acordo com os dados in silico, ndo foi possivel
identificar unitag HT-SuperSAGE para EST correspondente ao receptor CREL. A
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partir de AHP, a via se comportou de maneira semelhante nos dois bulks
(tolerante e sensivel), com excecdo para o fator de transcricdo A-AAR, de
expressao n.s. pelo bulk tolerante e de expresséo tanto induzida quanto reprimida
pelo bulk sensivel (Figura 4).

Segundo Hadiarto e Tran (2011), durante o crescimento e desenvolvimento
das plantas, citocininas sédo reguladores mestres, sendo considerados como

controladores da tolerancia das plantas a estresses osmoéticos (Fahad et al.

Figura 4 - Orquestracdo transcricional da via de transducao de sinal pelo fitorm6nio Citocinina, em
resposta ao estresse de supressédo de rega (24 h) pelo: (A) bulk de quatro acessos tolerantes e (B)
bulk de quatro acessos sensiveis de cana-de-aglcar. Em destaque, componentes da via com
presenca de unitags HT-SuperSAGE: em vermelho — de expressao induzida (ao nivel de p < 0,05,
Teste Audic-Claverie); em laranja — de expresséo induzida e reprimida; em amarelo — de expressao
ndo significativa; em branco — sem unitag identificada.
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6.1.3 Via de transducéo do sinal por Giberilinas

Segundo Bewley (1997), giberilina (GA) é um ativador enzimatico
enddgeno, portanto, promotor da germinacdo, aumentando a porcentagem e a
velocidade de germinacdo. GA atuam na expressao génica, ativacao e sintese de
varias enzimas, dentre elas, enzimas que hidrolisam e mobilizam reservas dos
tecidos. Andlises genéticas em Arabidopsis e arroz foram fundamentais para
identificar os principais componentes da via de transducdo de sinais por este
fitormoénio. Os componentes que embasam a via sao: receptor GID1 (Ueguchi-
Tanaka et al., 2005), reguladores da transcricdo de proteinas DELLA (Peng et al.,
1997), proteinas F-box GID2 (McGinnis et al., 2003) e fator de transcricdo (TF). O

fitormoénio GA se liga ao receptor GID1 permitindo, assim, sua interagdo com



75

proteinas DELLAs. Esta ligagdo promove a interagdo de DELLA com GID2
fazendo com que essas proteinas sejam degradadas por protedlise mediada pelo
complexo 26S da ubiquitina. Uma vez que proteinas DELLAs sdo reguladores
negativos da via, a sua degradacao faz com que fatores de transcricao (TF) sejam
ativados promovendo, por exemplo, a indugéo da germinacao (Daviere e Achard,
2013) e a expanséo foliar (Khan et al., 2007).

Os dados HT-SuperSAGE nao possibilitaram mapear todos os
componentes da via de transducdo por GA. Assim, componentes como o receptor
GID1 ndo puderam ser mapeadas com as unitags disponiveis (Tabela 6).
Também unitag para a proteina DELLA ndo foi observada a partir do bulk
sensivel, mas foi observada uma unitag reprimida a partir do bulk tolerante (FC de
-2,66). A proteina DELLA é um regulador negativo da via, o que poderia explicar a
unitag reprimida, pelo bulk tolerante. GID2 também poderia estar sendo
degradada ao interagir com DELLA, sendo consistente com o achado de unitag
reprimida (FC de -2,28) observada também para GID2, a partir do bulk tolerante.
Os demais componentes nao apresentaram expressoes diferenciais significativas
(Figura 5).

Em relacdo a proteina DELLA, a validacdo por RT-qPCR da unitag
SD150565 com anotagédo de DELLA protein, confirmou a represséo observada no
bulk de acessos tolerantes (FC -2,66), foi verificado valor de repressao de 0,61 no
acesso SP83-2847 do bulk de acessos tolerantes, enquanto nos demais acessos
sua expressdo ndo teve diferenca significativa (Figura 11 e 12). As proteinas
DELLAs sédo degradadas com a formacdo de GA, semelhantes as proteinas JAZs
na formacédo de JA (Chenng et al., 2009 e 2011). Segundo Kazan e Manners
(2013) na presenca de GA, o crescimento da planta ocorre devido a degradacao
das proteinas DELLAs mediada por GA. A ligacéo do fitormdnio ao seu receptor
GID1 promove a interacdo GID1-DELLA, que por sua vez estimula a interacéo
entre DELLAs e o complexo especifico E3 ubiquitina ligase SCFSLY1 / GID2,
conduzindo a subsequente degradacdo de DELLAs pelo proteassoma 26S
(Willige et al., 2007). Conforme visto acima, DELLA estaria sendo reprimida em
um dos acessos tolerantes, tal fato indica que GA pode estar com seu nivel mais

elevado nos acessos tolerantes sob estresse de seca
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Hou et al. (2010) observou que em baixos niveis de GA, DELLAs
interagem com JAZ competindo pela ligacdo no fator de transcricdo MYC2, ao
passo que, quando o nivel de GA atinge um limiar critico, as proteinas DELLASs
sdo ubiquitinadas fazendo com que JAZ nado seja reprimido pelas mesmas,
tornando-o disponivel para interagir com MYC2. As proteinas DELLAs interagem
e reprimem JAZs liberando MYC2, este por sua vez regula positivamente a
inibicdo do crescimento da raiz mediada por JA (Wild et al., 2012). Yang et al.
(2011) sugerem que esse equilibrio entre a sinalizacdo de GA e JA permite que a

planta priorize o crescimento ou a defesa contra patdgenos.

Figura 5 - Orquestracéo transcricional da via de transducao de sinal pelo fitorménio Giberelina, em
resposta ao estresse de supressao de rega (24 h) pelo: (A) bulk de quatro acessos tolerantes e (B)
bulk de quatro acessos sensiveis de cana-de-agUcar. Em destaque, componentes da via com
presenca de unitags HT-SuperSAGE: em verde — de expressao reprimida (ao nivel de p < 0,05,
Teste Audic-Claverie); em amarelo — de expressdo nao significativa; em branco — sem unitag
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6.1.4 Via de transduc&o do sinal por Acido Abscisico

Em relacdo ao fitormdnio Acido Abscisico (ABA), um regulador de
crescimento que esta envolvido na regulacdo da fase final do desenvolvimento da
planta (Gepstein et al., 1980), sabe-se que a sua funcdo pode ser aumentada
guando a planta esta sob estresse, estimulando o fechamento dos estématos e
mudancas na expressdo génica, aumentando a capacidade da planta para lidar
com situacdes de estresse (Kim et al.,, 2010; Savchenko et al., 2014). Na fase

inicial, quando a planta esta sob estresses abidticos como, por exemplo, seca ou
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salinidade, os estdmatos se fecham em resposta ao déficit hidrico (Schwab et al.,
1989).

Na via de transducao de sinal por ABA, as fosfatases e quinases presentes
promovem um efeito regulatorio oposto. De acordo com analise in silico (tabela 7),
o bulk tolerante apresentou duas unitags induzidas para a familia PYR / PYL do
receptor ABA (FC de 1,97 e 2,19), sendo que uma delas foi reprimida pelo bulk
sensivel (FC de -1,70), que também apresentou outra igualmente reprimida (FC
de -2,88) (Figura 6). No bulk com acessos tolerantes, a quantificacao relativa por
RT-gPCR para este alvo mostrou indugéo de 2,15 para o acesso SP83-5073,
repressdo de 0,38 para o0 acesso CTC15 e expressédo nao significativa (p < 0,05)
para os acessos CTC6 e SP83-2847. Por sua vez, sob a mesma condicdo
nenhum dos acessos sensiveis mostrou diferenca significativa em sua expressao
(Figura 11 e 12).

Conforme Sheard e Zheng (2009), a etapa crucial da via de transducao de
sinal por ABA é a percepcao do fitorménio pelas proteinas receptoras PYR / PYL,
e a subsequente inibicdo da fosfatase PP2C pela ligacdo de ABA ao seu receptor.
De acordo com Hauser et al (2011) na presenca de ABA, o receptor PYR / PYL
liga e inativa a PP2C, permitindo o acumulo de SnRK2 fosforilada e a
subsequente ativacdo por fosforilacdo dos fatores de transcricdo ABFs. Desta
forma, a presenca de receptores PYR / PYL explicaria a tolerancia da planta ao
estresse, uma vez que na presenca de ABA, o nivel de PYR / PYL aumenta,
fazendo com que se liguem ao fitormonio, interagindo com PP2C (Park et al.,
2009). Em um estudo realizado em Arabidopsis por Nishimura et al. (2009) foi
observado que a familia de proteinas PYR / PYL interagem com a familia de
proteinas fosfatases 2C, sendo a proteina ABI1 a mais significativa desta familia.
Esta interacdo era significativamente melhorada apos 5 minutos da adicao de 1,
10, 20 e 50 uM de ABA. Ainda neste estudo, foi observado que o gene PYR / PYL

é fundamental para o fechamento dos estématos induzido por ABA.

Para a fosfatase 2C (PP2C) uma mesma unitag apresentou-se reprimida
(FC de -2,34) pelo bulk tolerante, mas foi induzida pelo bulk sensivel (FC de 1,35).
Os dados de RT-gPCR para o gene PP2C (protein phosphatase 2C), ancorando a
unitag CTC_SD63056, indicou que para o acesso tolerante CTC15 a expressao
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do gene foi reprimida 0,34 vezes, a0 passo que para 0S demais acessos
tolerantes e sensiveis a expressdo ndo teve diferenca significativa (Figura 11 e
12). A represséo do gene é explicada pela ligacdo do ABA a familia de proteinas
PYR / PYL, inibindo assim PP2C, uma familia de proteinas fosfatases que
desempenham papeis criticos como reguladores negativos na transducao de sinal
mediado por ABA (Nishimura et al., 2009).

Li et al. (2016) observaram que em cana-de-agUcar submetida ao estresse
de seca por 3, 7 e 9 dias, considerada pelos autores, respectivamente, como
estresse leve, moderado e severo, o nivel de ABA enddgeno nas plantas
estressadas foi 20, 32 e 72 % maior quando comparado com os controles. Ainda
no mesmo estudo, os autores validaram por RT-gPCR a expressao do gene
PP2C, sendo este reprimido em um dos acessos estressados quando comparado
com os controles. Este resultado mostra que a repressdo de PP2C é importante
para tolerancia ao estresse, uma vez que 0 mesmo € um regulador negativo da
via, e sua inducdo inativa a quinase SnKR2 impossibilitando a resposta do
fitorménio (Park et al., 2009). O sequestro da fosfatase PP2C por ABA, permite a
autoativacdo da proteina serina / treonina-quinase SnRK2, que posteriormente ira
fosforilar o fator de transcricAo ABF, facilitando a transcricgdo dos genes
responsivos ao ABA e sua resposta fisiolégica, como por exemplo, fechamento
dos estbmatos. Espera-se, desta forma, que tais genes possam estar atuando no
controle do fechamento dos estématos, garantindo uma menor troca de 4gua com

0 meio ambiente (Wilkinson et al., 2002).

Para SnRK2 foram observadas unitags induzidas, bem como outras sendo
reprimidas, pelos dois bulks. De acordo com os dados de RT-gPCR, a quinase
SnRK2 (serine / threonine-protein kinase SRK2; unitag CTC_SD3128; 2,54 vezes
induzida nos tolerantes e n&o significativa nos sensiveis) foi induzida 1,98 vezes
no acesso CTC15 do bulk de acessos tolerantes. Nos demais acessos, de ambos
bulks, tal gene mostrou ter expresséo nédo significativa (Figura 11 e 12). Em um
estudo realizado em cana-de-acucar por Li et al. (2016) o gene SnRK2 foi
potencialmente induzido quando a planta estava sob estresse hidrico por 3, 7 e 9
dias. Tal fato corrobora com o relatado por Cutler et al. (2010), onde foi observado
que a quinase SnRK2 é um regulador positivo da via, sendo ativada na presenca

de ABA em plantas sob estresses abibticos, conferindo assim a tolerancia ao
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referido estresse. Além disso, a ativagdo das quinases acarreta no
direcionamento de proteinas de membrana, canais i6nicos e fatores de
transcricdo de genes responsivos ao ABA, assim como o ABF (Umezawa et al.,
2010).

Em relacdo ao fator de ligacdo ABA responsivos (ABF), as unitags
apresentaram expressao n.s. no bulk tolerante, e uma delas foi considerada
reprimida pela resposta do bulk sensivel. Na auséncia de ABA, a fosfatase PP2C
atua como um regulador constitutivo negativo da familia de quinases SnRK2,
desfosforilando-a. A unitag CTC_SD134603 anotada como ABA responsive
element binding factor (ABF), teve sua regulacéo in silico reprimida -3,19 vezes no
bulk com acessos sensiveis e ndo foi detectada nos tolerantes. A validacdo por
RT-gPCR confirmou essa expressao, o fator de transcricdo ABF teve expressao
reprimida no acesso SP90-3414 do bulk com acessos sensiveis, enquanto nos
demais acessos, de ambos bulks, sua expressédo néo foi significativa (Figura 11 e
12). ABFs ativam a transcricdo de genes da via de sinalizacdo do ABA pelo
reconhecimento de elementos cis da familia ABRE em seus promotores (Hossain
et al., 2011), desta forma, a repressédo de tal gene em acessos sensiveis, pode
estar relacionada com a néo transcricdo de genes responsivos ao ABA (Sheard e
Zheng, 2009).

Ensaios com Arabidopsis sob estresse de seca permitiram observar que
1.310 dos 1.969 transcritos, ou seja, 67 % dos genes regulados pela seca, foram
significativamente regulados por ABA (Huang et al., 2008). As analises dos genes
revelaram que a maioria é regulada (induzindo ou reprimindo) da mesma forma
para seca e ABA. ApGs aplicacdo do estresse (supressao de rega por cinco dias),
0S autores observaram que a acdo de ABA aumentou cerca de 400 ng / g de peso
seco, quando comparado com a planta controle. A reirrigacao reverteu o efeito da
seca, recuperando o nivel de expressao normal da maioria dos genes responsivos

a seca em até 3 h, confirmando a influéncia do estresse no metabolismo de ABA.
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Figura 6 - Orquestracéo transcricional da via de transducio de sinal pelo fitorménio Acido
Abscisico, em resposta ao estresse de supressao de rega (24 h) pelo: (A) resposta do bulk de
quatro acessos tolerantes e (B) do bulk de quatro acessos sensiveis de cana-de-aglcar. Em
destaque, componentes da via com presenca de unitags HT-SuperSAGE: em vermelho — de
expressdo induzida (ao nivel de p < 0,05, Teste Audic-Claverie); em verde — de expresséo
reprimida; em laranja — de expresséo induzida e reprimida; em amarelo — de expressdo ndo
significativa.
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6.1.5 Via de transducéo do sinal por Etileno

O fitormdnio etileno (ETHY) funciona como reguladores negativos na via de
transducédo de sinal ao se ligar a uma familia de receptores que estao integrados
a membrana. Esses receptores de etileno s@o codificados por uma familia
pequena de genes. Em Arabidopsis sdo cinco membros, incluindo ETR1, ERS1,
ETR2, ERS2 e EIN4 (Chang et al., 1993; Hua et al.,1995). Com base nas unitags,
o receptor de etileno ETR apresentou unitags de regulacdo n.s. para acessos
tolerantes e sensiveis (Figura 7). A ligacdo do ETHY inativa os receptores,
resultando na inativacdo do CTR1, um regulador negativo da via, pois na
presenca do etileno a regido N-terminal do CTR1 nao interage com 0s receptores
de ETHY (Huang et al., 2003). EIN2, por sua vez, € um componente central da via
e a perda da sua funcao pode levar a completa insensibilidade ao etileno (Alonso
et al., 1999). Na auséncia de ETHY, EIN2 é fosforilada por CTR1, impedindo a
transducgéo do sinal, ja na presenca do fitorménio a fosforilagdo € reduzida e o
fragmento C-terminal de EIN2 é clivado e translocado para o nucleo, onde ira
ativar EIN3 (Ju et al, 2012). No presente estudo, tanto para CTR1 quanto para
EIN2 néo foi possivel identificar ESTs de cana-de-acucar dispondo de unitags. O
fator de transcricdo EIN3 / EIL (EIN3-LIKE), por sua vez, atua ativando

diretamente a expressao de fatores de transcricdo do ERF, os quais modulam a
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expressao de varios genes responsivos ao etileno, culminando, por exemplo, no
amadurecimento de frutos (Bleecker e Kende, 2000). Para este componente
(EIN3), a unitag identificada foi n.s. em sua expressao, para ambos acessos, apos

aplicacao do estresse em relacéo ao controle sem estresse (Figura 7).

Na presenca do ETHY, as proteinas F-box EBFs séo inativadas, desta
forma, ndo ocorre a degradacédo da EIN3 por protedlise mediada pelo complexo
26S da ubiquitina. ERF sao fatores de resposta ao ETHY, pertencente a classe
AP2 / ERF que contém dominios com fatores de transcricdo envolvidos no
desenvolvimento da planta e diversas respostas adaptativas, como por exemplo,
adaptacao a estresses abioticos (Riechmann e Meyerowitz, 1998). Proteinas ERF
1, quando ativadas pelo fator de transcricdo EIN3, ligam-se ao GCC-box nos
promotores de genes-alvo para ativar a resposta ao ETHY (Solano et al., 1998).
Os dados in silico também mostraram que as proteinas EBF 1 / 2 tiveram suas
expressfes ndo alteradas significativamente apds aplicacdo do estresse, para
ambos acessos. Ja para as proteinas ERF1 / 2 ndo foi observada EST dispondo
de unitag (Figura 7). Mas, visto que para alguns fatores de transcricdo ndo ha
necessidade de uma super expressao para a devida atuacéo (Phillips e Hoopes
2008), a via poderia estar sendo util, necessitando, entretanto, de estudos

complementares.

Deve se ressaltar que o papel do ETHY sob estresse osmotico, incluindo
seca e salinidade, ainda é controverso. El-Iklil et al. (2000) observaram que
variedade sensivel de tomate quando submetida a 200 mM de NaCl ap6s 36 h
apresentaram maior producdo de ETHY quando comparado com variedades
tolerantes. O contrario foi relatado por Khan et al., (1987), onde foi observado em
arroz uma maior producdo de ETHY em plantas tolerantes ao sal submetidas a
100 mM de NaCl apos 6 dias quando comparadas com o controle. Por sua vez,
Pierik et al. (2006) sugerem que quando a sinalizacdo do receptor de ETHY é
prevalente (ETHY ausente), a planta é sensivel ao estresse salino, ao passo que
quando a sinalizacdo do ETHY é prevalente (receptor inativo), a planta seria
tolerante ao estresse salino. Ainda, Achard et al. (2006) sugerem que a
sinalizacdo de ETHY promove a tolerancia ao sal em Arabidopsis; a funcdo do

receptor de etileno levaria a sensibilidade ao sal e ACC (1-aminociclopropano-1-
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carboxilico) sintase suprimiria esta sensibilidade, o que implica que a sinalizacao

de etileno seria necessaria para tolerancia ao sal.

Figura 7 - Orquestracéo transcricional da via de transducdo de sinal pelo fitormdnio Etileno, em
resposta ao estresse de supresséo de rega (24 h) pelo: (A) bulk de quatro acessos tolerantes e (B)
bulk de quatro acessos sensiveis de cana-de-acUcar. Em destaque, componentes da via com
presenca de unitags HT-SuperSAGE: em amarelo — de expressao nao significativa (ao nivel de p
< 0,05, Teste Audic-Claverie); em branco — sem unitag identificada.
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6.1.6 Via de transducé&o do sinal por Brassinoesteroides

BRs participam de processos fundamentais em plantas, tais como:
expressdo do genoma, sinaliza¢do, crescimento e desenvolvimento das plantas
frente a estresses abibticos. A via de transducdo de sinal por Brassinoesteroide
(BRs), estabelecida gracas ao desenvolvimento das dmicas e abordagens em A.
thaliana (Wang et al. 2012), é iniciada pela percepcdo do fitormdnio pelo
complexo ligado aos receptores BRI1 e BAK1, associados a membrana celular,
gque mediante eventos de fosforilacdo / desfosforilagdo, em cascata de
sinalizacao, leva a mudancas na expressao génica dos alvos (Gruszka, 2013; She
et al., 2013). Ainda na sinalizagcdo de BRs, a serina-tirosina-quinase BIN2
desempenharia um papel crucial; BIN2 é outro regulador negativo da via,
fosforilando e inibindo FTs que regulam a expressao de genes alvos, como por
exemplo, BZR 1/ 2 (Vert e Chory, 2006; Yan et al., 2009). Nas analises in silico,
nao foram identificadas unitags relacionadas com BRI1 e BAK1 (Figura 8), mas

foram observadas unitags referentes a transcritos BIN2, sendo estas de
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expressao s.n. pelo bulk tolerante, e de expressédo induzida no sensivel. O nivel
de BIN2 pode ser regulado pelo sinal do fitorménio, pois uma aplicagdo exdgena
de BRs pode levar a uma reducéo de BIN2 (He et al., 2002; Li e Nam 2002).

A atividade de BIN2, por sua vez, seria diretamente inibida pela fosfatase
BSU1, que desfosforilaria o residuo Tyr-200 da quinase BIN2 (Ye et al., 2011;
Hao et al., 2013). Logo, a percepcao de BRs ativa BRI1 e BAK1, que por sua vez,
fosforilam BKI1 em Try211; uma vez fosforilada, BKI1 interage com proteinas 14-
3-3 e inibe a liberacdo de BZR1 e BZR2 (Wang et al. 2011). BRI1 ativada, fosforila
quinases de sinalizacdo (BSKS) com subsequente ativacdo da fosfatase BSU1
que por sua vez, inativa BIN2 através da desfosforilagdo. Apos a inativagédo de
BIN2, uma proteina fosfatase 2A desfosforila BZR1 e BES1 (Kim e Wang, 2010);
estes, vao para o ndcleo onde se ligam aos promotores de genes regulados por
BRs (Gruszka, 2013), culminando, por exemplo, com a divisdo e o elongamento
celular. As analises in silico, entretanto, ndo permitiram um entendimento
completo da via, mas como houve expressdo induzida de transcritos BIN2 pelo
bulk sensivel (Figura 8), provavelmente a expressédo dos genes-alvo ndo estaria
ocorrendo, 0 que poderia acarretar um ndo crescimento e elongagéo de células
de raizes dos acessos sensiveis. Os mecanismos moleculares sob a participacdo
de BRs na tolerancia da planta ao estresse de seca ndo estdo esclarecidos.
Entender a transducao de sinais de BRs durante este estresse € importante para

o entendimento do processo de tolerancia e necessita maiores investigagoes.

Figura 8 - Orquestracdo transcricional da via de transducdo de sinal pelo fitorménio
Brassinoesteroide, em resposta ao estresse de supressdo de rega (24 h) pelo: (A) bulk de
quatro acessos tolerantes e (B) bulk de quatro acessos sensiveis de cana-de-agucar. Em
destaque, componentes da via com presenca de unitags HT-SuperSAGE: em vermelho —
de expressdo induzida (ao nivel de p < 0,05, Teste Audic-Claverie); em verde — de
expressao reprimida; em amarelo — de expressdo néo significativa; em branco — sem unitag
identificada.
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6.1.7 Via de transducéo do sinal por Acido Jasménico

Conhecimentos sobre como estresses abioticos afetam os niveis
endogenos do acido jasmonico (JA) em plantas sdo escassos. Segundo Kang et
al. (2005), a aplicacdo exdgena de 30 mM de JA, em 24 e 48 h apds tratamento
com NaCl, produz uma melhora na tolerancia de arroz ao sal (em todas as
concentracoes, de 20, 40 e 80 mM de NaCl), quando comparado com aplicacéo
de JA antes e durante o tratamento com NacCl, especialmente em cultivares
sensiveis ao sal. Além disso, aplicacbes de JA podem alterar outros fitormdnios,
tais como ABA, cujo nivel aumentou em plantas sensiveis apés tratamento com
JA. Isto ajudaria na tolerancia da planta, uma vez que aumentos de ABA

melhoram a resposta de tolerancia ao estresse salino.

As andlises in silico identificaram unitags diferencialmente expressas
relacionadas com trés componentes da via de transducao de sinal por JA (Figura
9). Para JAR1 a expressao foi induzida no bulk tolerante e n.s. no sensivel
(Tabela 10). O gene JAR1 participa da regulacdo de genes expressos em
resposta ao JA (Staswick et al., 1992). Plantas com mutacdes neste gene tém
reduzida expressdo de genes responsivos ao JA, associado a um aumento na

BN

suscetibilidade a infeccdo por fitopatogenos (Staswick e Tiryaki, 2004), por

exemplo.

Para JAZ (jasmonate ZIM domain-containing), a unitag observada foi n.s.
pelo bulk tolerante e induzida (2,54 vezes) no sensivel (Tabela 10). Dados de RT-
gPCR para JAZ confirmaram inducdo para os acessos sensiveis CTC13 e CTC9,
bem como para o acesso tolerante CTC15 (Figura 11 e 12). A inducdo corrobora
com o descrito na literatura, uma vez que a repressdo das proteinas DELLAsS
estaria relacionada com a nao repressdao de JAZ, ja que as duas proteinas

competem pela interacdo com MYC2 (Ballaré, 2011). JAZs s&o proteinas
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repressoras da sinalizacdo de JA (Yang et al., 2013); quando as proteinas JAZs
sao expressas, elas inibem a atividade de grande variedade de FTs, incluindo
MYC2, MYC3 e MYC4, que regulam os principais aspectos da expressao génica
mediada por JA (Fernandez-Calvo et al., 2011). A inducdo das proteinas JAZs
reprime a sinalizagdo de JA e MYC2, acarretando na inibicdo da resposta dos
genes responsivos ao JA (Hou et al., 2013). Além dos MYCs, JAZs interagem
com outros membros, incluindo FTs do ETHY (EIN3), para reprimir outro conjunto

de respostas mediadas por JA (Yan et al., 2013).

Outro componente da via, COI1 (coronatine-insensitive protein 1),
apresentou unitag reprimida (de 2,54 vezes) pelo bulk tolerante e n.s. no sensivel,
apos aplicacdo do estresse. COI1 é uma proteina F-BOX receptora de JA (Xie et
al.,, 1998), que na presenca do fitorménio tem sua expressdo aumentada
formando um complexo com SCF°" (Xu et al., 2002). O gene para COIl é
central na sinalizagdo mediada pelo JA, uma vez que mutacdo acarreta a nao
expressao de genes que respondem ao JA (Li et al., 2004). Dados de RT-gPCR
mostraram repressao para 0 acesso tolerante SP83-2847 (0,45 vezes) e para o
acesso sensivel SP83-3414 (0,37 vezes), enquanto que o acesso sensivel CTC9
apresentou inducdo de 1,80 vezes (Figura 11 e 12). Demais acessos

apresentaram expresséo n.s.

Em plantas com niveis reduzidos de JA, proteinas JAZs reprimem genes
JA-responsivos, que inibem a atividade de FTs (fator de transcricdo MYC2),
envolvidos na expressdo de genes de resposta imediata. A eliminacdo dos
repressores JAZ, pela presenca de JA, deixaria o fator de transcricdo MYC2
estimular a expressao de genes dependentes de JA, acarretando na resposta final
do fitormdnio, como por exemplo, resposta a estresses e inibicdo do crescimento
(Shoji, 2011).

Figura 9 - Orquestragdo transcricional da via de transducdo de sinal pelo fitorménio Acido
Jasmaonico, em resposta ao estresse de supressao de rega (24 h) pelo: (A) bulk de quatro acessos
tolerantes e (B) bulk de quatro acessos sensiveis de cana-de-aclcar. Em destaque, componentes
da via com presenga de unitags HT-SuperSAGE: em vermelho — de expressao induzida (ao nivel
de p < 0,05, Teste Audic-Claverie); em verde — de expressdo reprimida; em amarelo — de
expressdo nao significativa; em branco — sem unitag identificada.
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6.1.8 Via de transducéo do sinal por Acido Salicilico

O fitormdnio acido salicilico (SA), considerado o hormdnio mais importante
na defesa da planta contra patégenos, organismos biotréficos e hemibiotroficos
(Delaney et al., 1994; Vot et al., 2009), também € sinalizador de estresses
abidticos, como seca e salinidade (Humphreys e Chapple, 2002; Yang e Hua,
2004; Catinot et al., 2008). As anadlises in silico mostraram que a via foi
predominantemente induzida no bulk tolerante (Figura 10 A), e majoritariamente
reprimida ou n.s. no bulk sensivel (Figura 10 B). O bulk tolerante apresentou
unitags induzidas para todos os componentes da via (NPR1l, TGA e PR-1),
enquanto o bulk sensivel apresentou unitags reprimidas e induzidas (para a

proteina NPR1) e n.s. (para a proteina PR-1 e para FTs do tipo TGA).

FTs TGA possuem afinidades por elementos cis encontrados na regiao
regulatéria de genes relacionados com a defesa vegetal, dentre os quais genes
para proteinas de defesa PR-1 (pathogenesis-related protein 1), induzindo-os.
Tendo por base a unitag tolerante induzida, FTs TGA poderiam estar regulando

processos apos o estresse aplicado.

O gene para NPR1 é fundamental na resisténcia sistémica adquirida e na
tolerdncia a estresses abioticos em plantas (Liu et al., 2005). A proteina NPR1
(regulatory protein NPR1; Mou et al., 2003), por sua vez, esta associada com o
aumento na toleréncia ao estresse oxidativo, um efeito secundario comum a
diversos estresses (bidticos e abibticos), cujo controle é relevante para a
viabilidade celular (Spoel et al. 2009). Aumentos na concentragdo de SA fazem
com que mondmeros de NPR1 migrem para o ndcleo da célula e interajam com
FTs TGAs (Despres et al.,, 2000; Johnson et al.,, 2003). Estes, por sua vez,
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interagem com as proteinas PR-1, ativando-as, acarretando a resposta fisioldgica
final do fitorménio. A proteina NPR1 também intermedia cross-talk entre a via de
sinalizacdo do SA e do JA (Spoel et a., 2007). Analises de expressao relativa para
NPR1 confirmou expresséao induzida do acesso tolerante CTC9 (1,53 vezes),

sendo n.s. para os demais acessos de ambos os bulks (Figura 11 e 12).

Em estudo realizado por Chen et al. (2012), com a variedade ROC22 de
cana-de-acucar, a qual foi retirada do solo apés 6 semanas de idade e colocada
em copo contendo 40 ml de agua para as plantas controles, tendo se acrescidos
cinco mM de SA para as plantas tratadas, durante 72 horas, se observou uma
expresséo induzida para NPR1, em 1,53 vezes, em comparagdo com o controle
nao tratado. Logo, o gene para NPR1, um co-regulador transcricional central para
a ativacao de genes de defesa dependentes de SA (Wu et al., 2012), poderia ser
também fundamental na resposta da planta frente a estresses abiéticos. Ainda,
plantas de A. thaliana e N. tabacum deficientes no acumulo de SA ou da proteina
reguladora NPR1 séo incapazes de ativar a sintese das proteinas PR1 (Pieterse
et al., 2001).

As andlises in silico para PR1 mostraram unitag induzida (4,37 vezes) pelo
bulk tolerante e n.s. pelo sensivel. Por sua vez, dados de RT-gPCR confirmaram
inducdo pelo acesso tolerante SP83-5073 (1,89 vezes) e, curiosamente, certa
repressdo pelos acessos tolerantes SP83-2847 e CTC6 (0,4 e 0,32 vezes,
respectivamente), enquanto que 0s acessos sensiveis foram de expressdo
reprimida (para CTC9 e CTC13; 0,47 e 0,61 vezes, respectivamente) e n.s. para
os demais (Figura 11 e 12). A inducdo da proteina PR1 por acesso tolerante e
repressdo ou n.s. por maioria dos acessos sensiveis, pode indicar possivel
inducdo de NPR1, pois NPR1 ativa a sintese de proteinas PR1 (Zhou et al.,
2000). Logo, a via aqui analisada poderia contribuir com a tolerancia de acessos

de cana-de-acguUcar ao estresse aplicado.
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Figura 10 - Orquestracdo transcricional da via de transducdo de sinal pelo fitorménio Acido
Salicilico, em resposta ao estresse de supresséo de rega (24 h) pelo: (A) bulk de quatro acessos
tolerantes e (B) bulk de quatro acessos sensiveis de cana-de-aclcar. Em destaque, componentes
da via com presenga de unitags HT-SuperSAGE: em vermelho — de expressao induzida (ao nivel
de p < 0,05, Teste Audic-Claverie); em laranja — de expresséo induzida e reprimida; em amarelo —
de expressao néo significativa.
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6.2 VALIDACAO DA EXPRESSAO GENICA DE UNITAGS POR RT-QPCR

A estratégia de maximizar informacdes genéticas e também minimizar
custos de sequenciamento através de amostras compostas requereu a abertura
dos bulks para se validar os dados de expressdo génica SuperSAGE por RT-
gPCR. A individualizacdo de cada um dos quatro acessos tolerantes e dos quatro
sensiveis foi necesséaria para verificar que acesso(s) possuia(m) a(s) unitag(s)
diferencialmente expressa(s) detectada(s) influenciando as vias estudadas.
Assim, a validacdo dos dados superSAGE para os genes-alvo selecionados foi
confirmada em acessos especificos, tolerantes ou sensiveis. Os genes-alvo com
primers eficientes para RT-gPCR permitiram avaliar as vias de sinalizagdo de
ABA (SnRK2, PP2C, ABF, PYR/PYL), de SA (NPR1 e PR1), de JA (COI1 e JAZ)
e de GA (DELLA). Dentre os acessos tolerantes, CTC15 confirmou dois alvos da
via de sinalizagdo de ABA (SnRK2, UR; PP2C, DR); SP83-5073, um alvo da via
de ABA (PYR/PYL, UR) e um de SA (PR1, UR); SP83-2847, um alvo da via de JA
(COI1, DR) e um de GA (DELLA, DR); e CTC6 nao validou nenhum. Dentre os
acessos sensiveis, CTC9 confirmou um alvo de SA (NPR1, DR) e um de JA (JAZ,
UR); CTC13, um alvo de JA (JAZ, UR); SP90-3414, um alvo de ABA (ABF, DR),

enquanto SP83-1638 né&o validou nenhum.
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E sabido que a tolerancia ao déficit hidrico € uma caracteristica complexa,
portanto, variabilidade entre acessos tolerantes e sensiveis é esperada, reflexo do
modo como as vias de transducdo de sinais sao utilizadas, em conjunto com
diferentes estratégias empregadas por um acesso frente ao estresse, culminando

com uma resposta da planta.

Figura 11 - Resultados de RT-gPCR dos genes-alvo com cDNAs de raizes de cana de aguUcar
de acessos tolerantes (CTC6, CTC15, SP83-2847 e SP83-5073) apds 24 h de supressao de
rega. Valores de expressdo normalizados pelos genes de referéncia GAPDH e alfa-tubulina.
Dados de expresséo relativa fornecidos pelo software REST (v.2.0.13).
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Figura 12 - Resultados de RT-gPCR dos genes-alvo com cDNAs de raizes de cana de acucar de
acessos sensiveis (CTC9, CTC13, SP90-1638 e SP90-3414) apés 24 h de supressao de rega.
Valores de expressdo normalizados pelos genes de referéncia GAPDH e alfa-tubulina. Dados de
expresséo relativa fornecidos pelo software REST (v.2.0.13).
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7 CONCLUSOES

O presente trabalho representa a expresséo in silico de genes de vias de
transducdo de sinal por fitormbnios, em respostas de acessos tolerantes e
sensiveis de cana-de-acucar, apés 24 h de supressao de rega, tendo por base
unitags HT-SuperSAGE, com validacdo parcial de resultados por RT-gPCR.
Assim, com base nos objetivos propostos e na metodologia foi possivel identificar
nas oito vias estudadas, transcritos de cana-de-agUcar com unitags
diferencialmente expressas, em resposta ao estimulo, assim como, mapear 0s
componentes previstos (43 - 100 %) nas oito vias de transducéo de sinal, em
respostas ao estresse aplicado, propor nove primers eficientes para RT-gPCR,
amplificacdo dos componentes de quatro das vias analisada e identificar
respostas individualizadas, de acessos tolerantes e sensiveis, nas orquestracdes
de quatro das vias de sinalizagdo (por ABA, JA, SA e GA). Assim, a via de
sinalizacdo por ABA foi confirmada nos acessos tolerantes CTC15 e SP83-5073
(também no acesso sensivel SP90-3414); por JA, no acesso tolerante SP83-2847
(e nos sensiveis CTC9 e CTC13); por SA, no acesso tolerante SP83-5073 (e no
sensivel CTC9); e por GA, no acesso tolerante SP83-2847. Aparentemente nao
expressaram 0s candidatos propostos, de modo diferencial ap6s aplicacdo do
estresse, 0 acesso tolerante CTC6 e o sensivel SP83-1638. Para melhor
caracterizar esses acessos faz se necessario trabalho similar envolvendo genes
efetivos na tolerancia ao estresse em questdo, para que, em conjunto com 0s
candidatos aqui propostos, estes possam ser eficientes na sele¢cdo de gendétipos

superiores e Uteis em programas de melhoramento de cana-de-acucar.
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