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RESUMO

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) € uma cultura de elevada importancia econémica,
porém, sua produtividade é fortemente ameacada pela seca. Plantas submetidas a
estresses modulam seu transcriptoma com o intuito de minimizar os danos
decorrentes. Os genes que atuam na regulacédo da expressao génica atuam de frente
a esta resposta, dentre estes, os correguladores (COREGs) carecem de estudos
acerca de como se comportam em plantas sob estresse. O presente trabalho
representa o primeiro CoOREGoma descrito para cana-de-acucar, que abrange todas
as suas 24 familias e composto por 3.800 transcritos. Uma metodologia de
transcriptbmica (HT-SuperSAGE) foi aplicada a acessos de cana-de-agucar
contrastantes (tolerante e sensivel) submetidos a supresséo de rega (24 h) e permitiu
levantar o perfil transcricional dos COREGs nas raizes dos acessos frente ao estimulo
aplicado. Os CoREGs identificados foram submetidos a analises de enriquecimento
de termos de ontologia génica (GO) e de fatores de transcricdo. Os termos GO
confirmaram a natureza indireta da atuacédo do grupo na regulacdo da expressao
génica, bem como, fatores de transcricdo associados a respostas a estresses
abidticos foram preditos a regular COREGs associados as unitags diferencialmente
expressas. Provaveis COREGs ort6logos foram distribuidos em todos os
cromossomos de sorgo, milho e arroz. A comparacao da distribuicdo dos loci por
cromossomos tendo sorgo por referéncia mostrou um maior grau de microssintenia
entre sorgo e arroz, mesmo sendo arroz mais distante evolutivamente quando
comparado com milho. Os CoREGs de expressdes validadas por gPCR abrangem
vias importantes frente a estresses abibticos e muito provavelmente contribuem para

a melhor performance dos acessos tolerantes frente ao estimulo aplicado.

Palavras-chave: Transcriptdmica. Regulagcdo da expressao génica. Estresse abiotico.



ABSTRACT

Sugarcane (Saccharum spp.) is a crop of high economic importance, however, its
productivity is strongly threatened by drought. Plants subjected to stress modulate their
transcriptome in order to minimize the resulting damage. The genes that act in the
regulation of gene expression act against this response, among them, the co-
regulators (COREGS) lack studies on how they behave in plants under stress. The
present work represents the first COREGoma described for sugarcane, which covers
all 24 families and consists of 3,800 transcripts. A transcriptomic methodology (HT-
SuperSAGE) was applied to contrasting sugarcane accessions (tolerant and sensitive)
submitted to irrigation suppression (24 h) and allowed to raise the transcriptional profile
of COREGs at the roots of the accessions in view of the applied stimulus. The identified
CoREGs were submitted to enrichment analyzes of gene ontology (GO) terms and
transcription factors. The terms GO confirmed the indirect nature of the group's role in
regulating gene expression, as well as, transcription factors associated with responses
to abiotic stresses were predicted to regulate COREGs associated with differentially
expressed unitags. Probable orthologous CoREGs were distributed on all sorghum,
maize and rice chromosomes. Comparison of loci distribution by chromosomes, with
sorghum being the reference, showed a higher degree of microsyntheny between
sorghum and rice, even though rice is evolutionarily more distant when compared to
maize. The gPCR-validated CoREGs cover important pathways against abiotic
stresses and most likely contribute to the better performance of tolerant accesses

against the applied stimulus.

Keywords: Transcriptomics. Regulation of gene expression. Abiotic Stress.
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1 INTRODUCAO

A cana-de-agUcar (Saccharum spp.) € uma graminea com elevada capacidade
de armazenar sacarose em seus colmos, tornando-a importante componente da
economia de mais de 100 paises. O Brasil destaca-se como o0 maior produtor mundial
dessa cultura, bem como o principal processador e produtor de suas principais
commodities (aclUcar e etanol). No entanto, a produtividade da cultura é fortemente
ameacada pela seca, estresse abidtico que acarreta perdas consideraveis ao redor
do mundo.

As plantas adquiriram mecanismos que as permitem tolerar estresses
ambientais, por processos que envolvem mudancas adaptativas ou morfoldgicas que
visam minimizar os efeitos deletérios oriundos destas condi¢cbes. Dessa forma, a partir
da percepcao de condi¢cdes adversas, complexas redes de regulacdo génica (gene
regulatory networks, GRNSs), que sdo compostas por diferentes regulacdes genéticas
e epigenéticas, vao acarretar mudancas na expressao de fatores de transcri¢cao (FTs),
na distribuicdo de nucleossomos, nas modificagées de histonas, ha metilagdo do DNA,
e nos RNAs nao codificadores de proteinas (non-protein-coding RNAs, npcRNAS),
conduzindo a importantes rotas que respondem a estresses abioticos

Os FTs sédo os genes reguladores da expressao génica mais conhecidos. Uma
outra classe de reguladores da expressao génica é composta de proteinas que atuam
indiretamente na transcricdo de seus genes-alvo (sem se ligar aos DNAs, nos
elementos regulatérios dos promotores). Essas proteinas sdo reconhecidas como
correguladores (CoREGS), controlando a expressao génica como co-ativadores ou co-
repressores, por mecanismos de interagcdo proteina-proteina em interacées com FTs
ou restringindo/liberando o acesso ao DNA, como modificadores de histonas ou
remodeladores de cromatina. Nao ha relatos em relacdo a identificacéo de genes das
familias CoREGs de cana-de-acucar, bem como, suas potenciais respostas
transcricionais frente a estresses abidticos.

De modo geral, os relatos em plantas cultivadas abordam um ou poucos
CoREGs. Ha, porém, alguns bancos de dados que possuem genes COREGs
depositados. A base GrassCoRegDB (http://grassius.org/grasscoregdb.html) possui
genes CoREGs de cinco espécies (Z. mays, Oryza sativa L., Sorghum bicolor (L.)
Moench, Brachypodium distachyon (L.) Beauv. e Saccharum spp.), totalizando 579
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co-reguladores em 25 familias. Para cana-de-acucar ha, porém, representantes
somente para duas familias. Outras bases informativas, mas sem genes CoREGs de
Saccharum spp. depositados, correspondem ao PINTFDB 3.0 (http://pIntfdb.bio.uni-
potsdam.de/v3.0/) e ITAK (http://bioinfo.bti.cornell.edu/cgi-bin/itak/download.cqi).
Logo, estudos de caracterizacbes de genes CoREGs em cana-de-acucar e
identificacdo daqueles com expressao diferencial, em resposta a um estresse abidtico,
sao importantes para os programas de melhoramento, pois podem acelerar o
desenvolvimento de materiais mais adequados para cultivos em condi¢cdes nao

satisfatorias para a cultura.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Identificar e classificar genes COREGs de cana-de-acucar, a partir de
transcritos de bibliotecas HT-SuperSAGE, oriundos de raizes de acessos
contrastantes em inicio de supresséo de rega (24 h), ou ainda de bancos de dados
publicos, bem como classificar a modulacdo da expressédo génica e a genémica
estrutural desses transcritos visando desenvolver marcadores moleculares funcionais

para uso futuro em programas de melhoramento genético da cultura.

1.1.2 Objetivos especificos

3.2.1 Anotar o transcriptoma disponivel, quanto a presenca de transcritos expressos

associados aos representantes das familias génicas de CoREGs.

3.2.2 Analisar in silico a expressdo e a modulacéo de transcritos COREGs para cada
conjunto de acessos (tolerante e sensivel), apos aplicacdo do estresse e em relacéo
ao respectivo controle sem estresse, visando identificar potenciais genes estresse-

responsivos.

3.2.3 Mapear in silico loci associados aos COREGs em genomas de gramineas, a fim

de analisar a sintenia e colinearidade dos genes.

3.2.4 Validar por uma segunda técnica (RT-qPCR) a expressédo observada in silico de
transcritos COREGs diferencialmente expressos, em resposta ao estresse imposto, a

partir de oligonucleotideos iniciadores especificos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A CANA-DE-ACUCAR

A cana-de-agucar (Saccharum sp.) € uma monocotiledénea pertencente a ordem
Poales, familia Poaceae, subfamilia Panicoideae, tribo Andropogoneae, subtribo
Saccharinea e género Saccharum. E uma graminea perene, tropical ou subtropical
gue evoluiu sob condi¢des de alta temperatura, forte luz solar e grande disponibilidade
de agua, e possui grande habilidade de acumular altos niveis de sacarose, sendo
assim, uma excelente fonte de bioenergia para os paises que a cultivam (RAE et al.,
2005; SORENG et al., 2015).

Os estagios fenoldgicos compreendem quatro fases de desenvolvimento. 1)
Brotacdo e emergéncia: referente ao desenvolvimento dos brotos e raizes; 2)
Perfilhamento: emissdo dos perfilhos secundarios e terciarios; 3) Crescimento dos
colmos ou “grande crescimento”: crescimento e desenvolvimento dos perfilhos, com
ganho de altura e acumulacdo de aglcar em niveis basais; 4) Maturacdo dos colmos:

rapida sintese de acucares e concentracdo de fotoassimilatos (BONNETT, 2013).

No que diz respeito a sua fisiologia, a cana-de-acUcar é uma graminea de
metabolismo C4 em que a primeira molécula estavel oriunda da fixacdo do dioxido de
carbono (CO2) é o 4cido oxaloacetato (OAA), este, € convertido a malato ou aspartato.
Além da enzima ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase / oxigenase (Rubisco), presente
nas células de bainha do feixe, as plantas C4 possuem a fosfoenolpiruvato carboxilase
(PEPc) nas células do mesdfilo, a PEPc tem alta afinidade pelo CO2 aumentando
assim a fixacdo desta molécula. Devido a compartimentalizacdo espacial destas duas
enzimas, a fixacdo de CO2 é translocada como malato e aspartato nas células da
bainha do feixe, onde ocorre descarbolixacédo com input de carbono no ciclo de Calvin-
Benson (TAIZ e ZEIGER, 2006).

No que se refere aos recursos genéticos da cana-de-agucar, sdo conhecidos
trés grupos: (1) cultivares tradicionais; (2) parentes selvagens; (3) cultivares
modernos. As cultivares tradicionais praticamente ndo séo cultivadas atualmente, mas
tém importancia acentuada como fontes de caracteristicas para novos cruzamentos e

como progenitores de cultivares modernas. Os parentes selvagens incluem S.
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spontaneum, S. robustum e outras espécies dos géneros Erianthus, Miscanthus,
Sclerostachya e Narenga. As cultivares modernas sdo obtidas por cruzamentos entre

S. spontaneum e cultivares tradicionais (GRIVET et al., 2006).

Sendo assim, a cana-de-acucar moderna € um hibrido pertencente ao género
Saccharum, que é composto por trés espécies S. spontaneum, S. robustum e S.
officinarum e trés subespécies S. sinense, S. barberi e S. edule constituindo o que se
denomina de ‘complexo Saccharum’ (MUKERJEE, 1957). O género tem como
caracteristicas o numero cromossémico desbalanceado e altos niveis de poliploidia,
dificultando a determinacdo de relacbes taxonbmicas (AMALRAJ e
BALASUNDARAM, 2006).

A origem da cana-de-actcar ocorreu no Sudeste da Asia, incluindo a india,
Nova Guiné e algumas ilhas da Melanésia, com domesticacdo provavelmente
ocorrendo na Nova Guiné. Hipodteses baseadas em citologia, morfologia e
sobreposicao de distribuicdo geografica indicam que os géneros: Erianthus,
Sclerostachya, Narenga, e Miscanthus também contribuiram para a evolucao da cana-
de-acucar moderna (DANIELS e ROACH, 1987).

2.1.1 Importancia econémica

A cana-de-acUcar é um importante componente da economia de mais de 100
paises tropicais e subtropicais, conhecida por ser altamente eficiente no sentido
energético (WACLAWOVSKY et al., 2010). Seu valor econdmico € primariamente
atribuido a seus dois principais produtos — o0 acucar e o biocombustivel etanol. Trés
atributos fazem da cultura uma excelente commaoditie: alta produtividade; uso eficiente
de insumos agricolas (dgua, fertilizantes etc) e a possibilidade de ser localmente
processada (MOORE et al., 2013).

A producdo mundial média da cana s6 perde para todo o conjunto de cereais
cultivados — milho, arroz e trigo, ocupando uma éarea de 26,8 milhdes de hectares,
perfazendo cerca de 2% da éarea total do planeta (FAOSTAT, 2017). No que diz
respeito a quantidade de calorias fornecidas aos humanos, a cana-de-agucar ocupa o
terceiro lugar propiciando 152 kcal por pessoa por dia, antecedida pelo trigo (530 kcal)
e pelo arroz (533 kcal) (MOORE et al., 2013).
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Figura 1 - A média de producéo (1994 — 2017) das culturas mais produtivas (milhdes de
toneladas). Fonte FAOSTAT (2017).
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O Brasil desponta como o maior produtor mundial de cana-de-agucar (Figura
2), gerando 75,2 toneladas por hectare e cobrindo uma area de 10.226.205 milhdes
de hectares, sendo a produc¢éo concentrada nas regides Centro-Sul e Nordeste, assim
como lidera a producéo de etanol junto com os EUA, e sendo também o responsavel
por cerca de 20% da producao de acucar mundial (FAOSTAT, 2017; UNICA, 2020).
A alta demanda por etanol proveniente de fontes renovaveis somado as condi¢cdes
edafocliméaticas que sao propicias a cultura, permite que o Brasil ocupe lugar de
destaque mundial na exportacdo dessa commoditie, proporcionando cada vez mais

relevancia para o agronegdcio brasileiro (CONAB, 2018).

Figura 2 - Média da producéo (1994 — 2017) da cana-de-agUcar entre os 10 paises mais
produtores. Fonte FAOSTAT (2017).
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A estimativa de producdo para a safra 2019/20 é de 642,7 milhdes de
toneladas, acréscimo de 3,6% em relacdo a safra anterior. Na regido Sudeste (maior
produtora nacional) a area colhida devera ser inferior, em razdo das adversidades
climaticas enfrentadas pela regido que trazem estimativas de diminui¢cdo de 3,1% na
sua produtividade. A regido Nordeste € a segunda maior produtora e apresentou
acréscimo de 12,6% em comparacdo com a safra passada. A regido Centro-Oeste
apresentou crescimento de 2,6% em relacdo a safra anterior, a regido Sul apresentou
queda de 5,7% na area colhida e a regiao Norte exibiu leve aumento de area colhida
(CONAB, 2019).

Além da producdo de etanol e agucar, as unidades sucroalcoreiras tém
objetivado elevar sua eficiéncia, na geracdo de energia elétrica, auxiliando no
aumento da oferta e reducdo dos custos, contribuindo assim para o aumento da
sustentabilidade do setor (CONAB, 2019). A bioeletricidade gerada a partir da cana-
de-acUcar corresponde a quarta mais importante na matriz energética brasileira,
mesmo com aproveitamento de apenas 15% do potencial com estimativa de
crescimento de 50% até 2027 (UNICA, 2020).

A crescente demanda por etanol de primeira geracao requer alta producéo de
matéria-prima, levando a preocupacbes sobre producdo de alimento versus
combustivel e um aumento no uso da terra (SCARPARE et al.,, 2016). Os
biocombustiveis de segunda geracdo poderiam evitar muitas dessas preocupacdes,
uma vez que dependem de recursos biolégicos ndo alimentares, como o0s
lignocelulésicos. Esses materiais lignocelulésicos sdo relativamente baratos e estdo
disponiveis em grandes quantidades, sendo o bagaco da cana (residuo industrial da
extracdo do caldo) o material lignocelul6sico mais examinado para geracao de etanol
de segunda geracédo (BEZERRA e RAGAUSKAS, 2016; SOCCOL et al., 2010).

Além do etanol de segunda geracéo, o bagaco da cana é utilizado para gerar
outros produtos de valor agregado, como o xilitol, enzimas industriais, acidos
organicos, antibiéticos e pigmentos. O xilitol tem elevada demanda na alimentagcéao —
como um substituto do aclcar, sendo especialmente importante para pacientes
diabéticos; e na industria farmacéutica devido a suas propriedades anti-

carcinogénicas e na remineralizacdo de dentes (PRAKASHAM et al., 2009).
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2.1.2 Melhoramento da cana-de-acucar

Nos ultimos 50 anos a cana-de-agUcar teve sua produtividade aumentada em
cerca de 40%, este resultado é atribuido aos programas de melhoramento. O
melhoramento classico apresenta como desvantagem o longo periodo para obtencéo
de uma variedade mais produtiva (8-12 anos). Logo, ferramentas biotecnoldgicas sdo
fundamentais para contornar os obstaculos do melhoramento classico, sobretudo
quando se trata de cana-de-agucar, uma planta complexa devido a seus altos niveis
de ploidia (aneuploidia e poliploidia) (DE MORAIS et al., 2014).

Uma ampla gama de ferramentas biotecnoldgicas foi empregada em andlises
genéticas com o intuito de ampliar o conhecimento existente sobre a estrutura do
genoma da cana. Como exemplo de um destes estudos, podemos citar o SUCEST
(Sugarcane EST Project - http://sucest-fun.org/) que disponibilizou a maior colecao de
ESTs de cana-de-acucar do mundo, aproximadamente 238.000, oriundas de varias
bibliotecas de cDNA (PINTO et al., 2004). Varios estudos de expressdo génica tém
sido conduzidos através de uma variedade de plataformas, com o objetivo de
identificar genes especificos de um tecido (raizes, folhas, caules) associados a varios
tracos de interesse como: conteldo de sacarose, sintese da parede celular e resposta
a seca (RODRIGUES et al., 2009; MANNERS e CASU, 2011).

No Brasil existem trés programas voltados ao melhoramento da cultura: (1)
Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA),
0 maior programa de melhoramento de cana-de-acucar responsavel por mais de 65%
das variedades cultivadas no pais (RIDESA, 2020). E formado por um consorcio entre
universidades federais (UFPR, UFRRJ, UFSCar, UFS, UFV, UFAL, UFG, UFMT,
UFRPE e UFPI). (2) Centro de Tecnologia Canavieira (CTC), surgiu no fim da década
de 1960, a partir de uma iniciativa entre usinas de Piracicaba (SP), com o intuito de
investir do desenvolvimento de variedades mais produtivas. O programa detém mais
de quatro mil variedades, sendo o maior banco de germoplasma de cana-de-agucar
do mundo localizado em Camamu (BA) (CTC, 2019). (3) Instituto Agrondmico de
Campinas (IAC), pioneiro da pesquisa agricola no pais, foi fundado em 1892 pelo
cientista Franz Dafert que avaliou 42 variedades de cana (Saccharum officinarum) sob
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duas condi¢cdes de cultivo. O programa € o responsavel por 39 variedades de cana-

de-acucar, principalmente associadas ao alto teor de sacarose (IAC, 2019)

Os objetivos futuros para o melhoramento da cultura incluem o
desenvolvimento de variedades altamente produtivas (tolerantes a seca, com elevado
conteudo de sacarose e producOes superiores de etanol e biomassa). Da mesma
forma, os melhoristas também objetivam uma planta com alto contetdo de fibras e
parede celular facil de ser quebrada para obtencdo de etanol, e uma planta cada vez
mais eficiente que requeira cada vez menos insumos e tenha baixo impacto ambiental
(DE MORAIS et al., 2014).

2.2 ESTRESSE ABIOTICO

As plantas necessitam de energia (luz), 4gua, carbono e nutrientes minerais
para crescer. Um estresse € definido como qualquer fator que restringe o
desenvolvimento normal das plantas que, ao longo da evolugdo, desenvolveram
mecanismos que as permitem sobreviver e crescer sob condi¢cdes adversas. As
respostas das plantas a estresses abidticos sdo complexas e dinamicas, podendo ser
reversiveis — mudancas morfoldgicas ou fisiolégicas transientes, como por exemplo a
diminuicdo da fotossintese nas horas mais quentes do dia para conservar agua
durante elevada evapotranspiracdo ou irreversiveis — tracos adaptativos, como por

exemplo a presenca de glandulas de sal em halofitas (MOORE et al., 2013).

Os estresses abioticos que estao presentes no ambiente natural das plantas
incluem a seca, salinidade do solo, calor, frio, deficiéncia de nutrientes e metais
pesados presentes no solo. A resposta molecular das plantas a estresses abidticos
envolve interacdes com uma série de vias, espécies reativas de oxigénio (ROS) e
nitrogénio (RNS) s&o os sinais iniciais em muitos destes estresses, 0s quais, Sao
responsaveis por regulacdo de genes e modificacdo da atividade de enzimas
(MOLASSIOTIS e FOTOPOULOS, 2011).

As espécies reativas de oxigénio incluem o radical superéxido (0, ™), perdxido
de hidrogénio (H,0,), radical hidréxido (OH") e oxigénio singleto (*0,). Sob estresse
abidtico, ocorre 0 que se chama de estresse oxidativo pela acumulacdo de ROS,

provocando danos oxidativos e até morte celular (Miller et al., 2008). Os radicais livres
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de oxido nitrico (NO) incluem tribxido de dinitrogénio (N,03), didxido de nitrogénio
(NO,), peroxinitrito (ONOO-), S-nitrosotidis (RSNOs), S-nitrosoglutationa (GSNO) etc.
Ha fortes indicios de que as plantas utilizam ambas moléculas ROS e RNS como
sinais de transducdo durante processos celulares basicos (MOLASSIOTIS et al.,
2011).

Os fitorreguladores sdo igualmente importantes na resposta a estresses
abidticos, sendo os dois mais consideraveis o acido abscisico (ABA) e o etileno
(GODA et al., 2008). O ABA é considerado o componente central na resposta a fatores
ambientais, principalmente quando se trata de estresse osmoético. A sinalizagéo de
ABA pode ocorrer de forma rapida, ndo envolvendo atividade transcricional (ex.:
controle da abertura estomatal) ou respostas mais lentas que regulam o crescimento
e germinacao (CRAMER, 2010; KIM et al., 2010).

As respostas das plantas a estresses abidticos envolvendo ABA podem ocorrer
por vias ABA-dependente e ABA-independente. Na maneira ABA-dependente, 0s
promotores dos genes que respondem ao ABA contém o elemento ABA responsivel
(ABRE) e os fatores de transcricdo que se ligam a esta regidao (AREB/ABF) regulam a
resposta ao estresse. Na via ABA-independente, as proteinas de ligacédo ao elemento
responsivo de desidratacdo (DREB1) e DREB2 se ligam ao elemento DRE/CRT
encontrado nos promotores, e regulam assim a resposta ao estresse abidtico
(NAKASHIMA et al., 2014).

2.2.1 Déficit hidrico

A UNESCO considera a escassez de agua como ameaca chave do século XXI.
As mudancas climaticas provocadas por atividades humanas - pela mudanca no
regime de chuvas, inundacdes, seca e redistribuicdo geografica de doencas - somado
ao crescimento da demanda mundial por alimento, constituem graves ameacas a
seguranca alimentar global (RYAN, 2011). As plantas séo constituidas de até 95% de
agua e aproximadamente 97% da agua absorvida pelas é perdida para a atmosfera
pelo processo de transpiracdo e apenas 2% é€ utilizado para a manutencdo em
processos metabolicos, como a fotossintese. Dessa forma, ndo é espantoso que a
limitacdo de agua tenha sérias consequéncias para os vegetais (ZINGARETTI et al.,
2012).
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A seca é o principal estresse abidtico responsavel pela perda de produtividade
em todo mundo, tornando urgente a necessidade de desenvolvimento de culturas
cada vez mais eficientes no uso de agua e pode ser considerado como um desvio das
condicdes Otimas de vida (BODNER et al., 2015; ZINGARETTI et al., 2012). Em
vegetacOes naturais, a resisténcia a seca € um processo evolutivo que caminha em
direcdo ao sucesso reprodutivo, no que diz respeito a plantas cultivadas isto esta
diretamente relacionado a produtividade e mecanismos associados a essa resisténcia
em populagbes naturais (ex.: diminuicdo da area foliar) sdo altamente eficientes,

porém, incompativeis com altas produtividades (BODNER et al., 2015).

Os mecanismos de tolerancia ao déficit hidrico abrangem resumidamente os
conceitos de escape, evitar a desidratacdo e tolerancia. O escape se refere ao
fechamento do ciclo de vida da planta, antes da chegada do estresse (KOOYERS,
2015). Este conceito ndo se aplica a cana-de-acgucar pelo fato de ser uma graminea
perene. Evitar a desidratacdo engloba mecanismos que asseguram a hidratacao
celular, através da baixa condutancia estomatal durante o estresse. A tolerancia
especifica mecanismos que asseguram que a planta tolere e mantenha suas funcfes
sob déficit hidrico (BLUM, 2005).

As fases do desenvolvimento da cana-de-aglcar mais susceptiveis a este
estresse abidtico sédo as de perfilhamento e a de crescimento dos colmos, sendo 0s
orgaos mais afetados as folhas e as hastes. As respostas fisiologicas e morfolégicas
da cana dependem da duracado e intensidade do estresse, do tecido afetado e do
gendtipo (ZINGARETTI, et al., 2012). As mais frequentes respostas da cana ao déficit
hidrico sdo: fechamento estomatal, rolamento das folhas e inibicdo do crescimento da
haste e das folhas, as respostas fisioldgicas incluem a diminuicdo da condutancia
estomatal (gs), da concentracdo interna de CO2 (Ci) e da taxa de transpiracéo (E)
(INMAN-BAMBER e SMITH, 2005).

A cana-de-acUcar esta entre as culturas que produz maior quantidade de
biomassa por unidade de area e demanda elevados niveis de agua durante seu
crescimento, sendo considerada como altamente sensivel ao déficit hidrico, podendo
haver perdas de até 60% da sua produtividade (GENTILE et al., 2015). Devido a
crescente demanda por acucar e etanol, as areas de cultivo da cana sado expandidas

para regides de baixa precipitacdo, havendo a necessidade de irrigacdo parcial ou
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total dessas areas, processo que ja ocorre em paises como a Africa do Sul e Austrélia
em que aproximadamente 60% da cana é crescida em areas irrigadas, elevando

consideravelmente o custo da producéo (ZINGARETTI et al., 2012).

No Brasil, a cana é produzida sob regime sequeiro, ou seja, as plantacdes
ocupam areas consideradas como terras aridas com limitada disponibilidade de agua,
mas a irrigacdo € uma alternativa para evitar perdas na produtividade nessas regides.
Contudo, para atender a demanda por acucar e etanol a necessidade de irrigacdo
ameaca a integridade dos recursos hidricos (SCARPARE et al., 2016).

Os estudos acerca da biologia do estresse proveniente de estudos genéticos,
agrondmicos e de biologia molecular em vérias culturas, incluindo a cana-de-agucar,
melhoram o nosso entendimento do crescimento e desenvolvimento da planta sob
estresse e estd proporcionando um grande impulso ao desenvolvimento de
estratégias biotecnoldgicas para produzir variedades de cana tolerantes ao estresse
hidrico e comercialmente Uteis (ZINGARETTI et al., 2012; RICHARDS, 2006).

2.3 REGULACAO DA EXPRESSAO GENICA

Os genes estresse-responsivos a seca sao classificados em duas categorias:
genes que codificam proteinas funcionais e genes que codificam proteinas
regulatérias. O grupo de genes funcionais abrange proteinas tais como as
chaperonas, aquaporinas, transportadores de membrana, enzimas dentre varias
outras. O grupo de genes regulatérios engloba proteinas responsaveis pela
sinalizacao e fatores de transcricdo (SHINOZAKI e YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007).

Em organismos eucariotos, o DNA (acido desoxirribonucleico) gendmico é
altamente compactado em uma estrutura denominada cromatina. Esta compactacéo
permite que a molécula seja comprimida no nucleo da célula, porém, impossibilita
qualquer processo bioldgico que necessita de acesso ao DNA tais como: replicagéo,
transcricédo, reparo do DNA, recombina¢cédo. Sendo assim, a regulacéo da transcricao
nao é determinada apenas pela informacao presente nas sequéncias de DNA, mas é
também mediada por modificagbes dindmicas na estrutura da cromatina (CHEN e
TIAN, 2007).
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A cromatina € compactada por nucleossomos, cada um consistindo de
aproximadamente 146 pb de DNA em torno de um octamero de histonas (duas
moléculas de cada um dos nucleos: H2A, H2B, H3 e H4, sendo os dominios globulares
destas histonas essenciais para a manutencdo da integridade estrutural do
nucleossomos (LUGER et al., 1998). H2A, H2B, H3 e H4 s&o histonas do nucleo e a
histona H1 liga-se ao DNA de ligacdo. As histonas H3 e H4 formam um Unico
tetrdmero e H2A e H2B formam dois dimeros e associacao desses blocos com o DNA
ocorre de maneira ordenada, primeiro o tetramero H3/H4 e depois os dimeros
H2A/H2B (Figura 3).

Figura 3 - DNA compactado em nucleossomos. (a) Esquema de empacotamento e
organizagdo do dos nucleossomos, evidenciando o DNA enrolado ao redor de um nucleo de
histonas. (b) A montagem do nucleossomo, evidenciando as diferentes histonas que compdem
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A estrutura e funcdo da cromatina sédo regulados por uma variedade de
mecanismos epigenéticos (mudancas que alteram a atividade do DNA sem que haja
modificacdo da sequéncia nucleotidica) que incluem as modificacdes de histonas, a
metilacdo do DNA, complexo de remodelamento da cromatina ATP-dependente,
substituicdo de variantes de histonas e regulacdo por RNAs néo codificantes. Juntos,
estes processos sao implicados por modular a estrutura da cromatina e,

conseqguentemente, a atividade génica (LIU et al., 2010).

2.3.1 Modificagdes de histonas

As modificagcbes de histonas tém papel fundamental na regulacao da expressao
génica. As modificacbes pos-traducionais tais como acetilagdo, metilacéo,

fosforilac&o, que ocorrem nas caudas N-terminais das histonas, sdo responsaveis pela
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interacdo com DNA e assim facilitando a montagem da cromatina (TURNER, 2002)
(Figura 4). A combinacao de variantes de histonas e da variedade de modificacdes
pés-traducionais que as mesmas experimentam, € considerada um “codigo de
histonas” que prové sinais para recrutamento de proteinas especificas, as quais,

afetam a regulacéo transcricional (TURNER, 2002).

Figura 4 - Esquema das modifica¢cdes pés-traducionais nas caudas de histonas. Para fins de
simplificacdo estao ilustrados apenas sitios de acetilagdo, metilacdo, fosforilacdo e

ubiquitinacao.
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A acetilagcdo de histonas ocorre nos residuos de lisina (K) e arginina (R) numa
reacdo catalisada por acetiltransferases (HATS), que é comumente relacionada a
ativacado génica, enquanto que a desacetilacdo catalisada por desacetilases (HDACSs)
é frequentemente associada ao decréscimo da atividade génica (CHEN e TIAN, 2007,
FU etal., 2007). A metilacdo das caudas também tem papel fundamental na regulacéo
de varios processos ao longo do desenvolvimento, estando envolvido também no
silenciamento de sequéncias repetitivas visando manter a estabilidade do genoma. As
marcas de metilacdo sédo adicionadas aos residuos de lisina e arginina as caudas de
histonas através de enzimas com atividade de histonas metiltransferases (HMTs) e

removidas pelas histonas demetilases (HMDs) (LIU et al., 2010).
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2.3.1.1 Histona acetiltransferases

As histonas acetiltransferases catalisam a transferéncia da porcao acetil do
grupo Acetil-coA para o grupo g-amino dos aminoacidos presentes nas caudas das
histonas. As mudancas rapidas e reversiveis na acetilacdo de histonas iniciam papel
chave na modificacdo da cromatina, conduzindo alteracdes na expressao de genes e
afetando assim processos biolégicos em resposta a sinais externos e internos, tais
como crescimento, desenvolvimento, diferenciacdo celular e estresses bidticos e
abidticos (LUSSER et al., 2001).

As caudas amino-terminais das histonas possuem alto contetudo de lisina e
arginina, sendo assim de natureza altamente basica. Inicialmente foi proposto que os
residuos de lisina quando acetilados, neutralizam a carga positiva das caudas das
histonas diminuindo sua afinidade ao DNA, que possui carga negativa, permitindo que
reguladores transcricionais tenham acesso ao DNA (KUO et al., 1998; LUGER e
RICHMOND, 1998). Porém, evidéncias mais recentes sugerem que a acetilacdo
também diminui a interacdo entre nucleossomos vizinhos, prevendo a compactacao
dos nucleossomos (SHAHBAZIAN e GRUNSTEIN, 2007).

Em organismos eucariotos, a acetilacdo de histonas é catalisada por cinco
familias distintas, compreendendo a familia p300/CREB (proteina de ligacdo ao
elemento c-AMP responsivo), a familia CBP, familia (TAF);;250 (fator de associacao
a proteina de ligacdo a TATA), familia GNAT (controle geral nao repressivel-5
relacionado a acetiltransferase N-terminal), a familia MYST (MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2,
e Tip60) e a familia de HATSs relacionada a hormonios nucleares (PANDEY et al.,
2002).

O envolvimento de HATs na resposta a estresses abidticos tem sido bem
relatado. ADA2b é provavelmente envolvido na resposta a estresse abidtico, visto que,
0s mutantes ada2b exibiram hipersensibilidade ao estresse salino e ao ABA (HARK et
al., 2009). A HAT GCN5 se mostrou crucial na regulacdo da termotolerancia em
Arabidopsis, onde sua perda de fungcdo no mutante gcn5 submetido a tratamentos de
38 e 45 °C, resultou na repressdo dos fatores de transcricdo HSFA3 e HSFAS3,
acarretando em seérios defeitos em termos de tolerancia a elevadas temperaturas (HU
et al., 2015).
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Em Beta vulgaris e B. maritima, um ensaio de imunoprecipitacdo da cromatina
(ChlP) em plantas controle e sob estresse salino (250 e 500 mM de NaCl), identificou
gue um gene que codifica uma peroxidase (POX) estava transcricionalmente ativo,
isto se correlacionou com elevados niveis de acetilagdo em H3K4 e H3K27 (YOLCU
et al., 2016). Em plantas de arroz submetidas ao déficit hidrico, foi observado um
aumento da expressdo de quatro HATs (OsHAC703, OsHAG703, OsHAF701 e
OsHAM701), que estava associado com o acréscimo da acetilagdo em H3 (lisinas 9,
18 e 27) e H4 (lisina 5) (FANG et al., 2014).

2.3.1.2 Histona desacetilases

A desacetilacdo envolve a remocao de grupamentos acetil de residuos
especificos de lisina do core de histonas, reacdo que é catalisada por histonas
desacetilases com o intuito de restaurar as cargas positivas destes residuos. A
desacetilacdo esta associada a uma cromatina mais compacta, bloqueando a
acessibilidade de fatores de transcricdo e conduzindo, portanto, ao silenciamento de
genes (HOLLENDER e LIU, 2008). As histonas desacetilases sao atualmente
agrupadas em trés familias, as RPD3/HDA1 (proteina-3 de dependéncia reduzida de
postassio/histona desacetilase-1), SIR2 (proteina reguladora do silenciamento de
informacao-2) e H2D (histona desacetilase-2), que séo desacetilases especificas de
plantas (LUSSER et al., 2001).

O papel das desacetilases em uma variedade de processos bioldgicos tem sido
evidenciado em um elevado nimero de estudos. Plantas de Arabidopsis super-
expressando HDAL9, exibiram acréscimo de resisténcia ao fungo Alternaria
brassicicola, a expressdo de HDA19 e HDA6 se mostrou induzida pelo ataque do
patdgeno ou por ferimento, sendo proposto que HDA19 pode interagir com fatores de
transcricdo WRKY para regular as respostas de defesa basal em plantas (KIM et al.,
2008). Ha evidéncias que indicam que HDA19 e HDAG6 possuem papel na modulacdo
da germinacgédo e resposta ao estresse salino, bem como expressao génica induzida

por ABA e estresse salino em Arabidopsis.

As plantas HDA6 mutantes, axel-5, exibem fenoétipo mais sensivel ao ABA,
comparado com plantas selvagens, a expressdo de genes responsivos a estresses

abioticos e ao ABA foi menor em axel-5 e os mutantes hdal9-1 se mostraram
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hipersensiveis ao ABA e sal, com expressao dos genes ABA responsivos reduzida
(CHEN et al., 2010a; CHEN et al., 2010b). A HDAC da familia HD2, HD2C, também
se mostrou envolvida na resposta ao ABA e ao estresse salino em plantas de
Arabidopsis, pois sua super-expressdo conferiu um fendtipo ABA-insensivel e
aumento da tolerancia a seca e salinidade (SRIDHA e WU, 2006).

Em Arabidopsis, HDA19 tem sido associada a repressores transcricionais ERF,
AtERF3, AtERF4 e AtERF7, para regular a expressao génica em resposta a estresses
abidticos. Foi observado que AtERF7 interage com AtSin3 e HDA19, formando um
complexo repressor. AtERF3 e AtERF4 podem interagir com AtSAP18 (ortélogo de
SAP18 em humanos, uma subunidade do complexo HDAC). Juntos AtERF3, AtERF4,
AtERF7, AtSin3 e AtSAP18 séo propostos para formar um complexo que regula a
expressao génica em resposta ao ABA e estresses abidticos (SONG e GALBRAITH,
2006).

Os repressores ERF podem reprimir a transcricdo através de modificagdes na
cromatina via atividade de HDACs. Enquanto que os ativadores ERF, tais como CBF1,
atuam estimulando a transcricdo por meio do recrutamento de complexos contendo
GCNb5-HAT. O balanco entre ativadores e repressores ERF nos promotores de genes
alvo em comum, fornece mecanismos consideraveis a respeito do controle da
transcricdo durante a exposicao de plantas a estreses abioticos (LUO et al., 2012)
(Figura 5).



Figura 5 - Representacdo esquematica da acdo de HATs e HDACs na regulacdo de respostas

a estresses abidticos. Traduzido de Luo et al., (2012).
A

Desacetilagao
de histonas

*’
]

g (SAP13

Estresse

v

Acetilagdo
de histonas
e

2.3.1.3 Histona metiltransferases
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A metilacdo de histonas, cumpre papel essencial em uma ampla gama de

processos biolégicos que envolvem desde a regulacéo transcricional até a formacéao

da heterocromatina. Ambos aminoacidos lisina e arginina podem ser metilados, a

reacdo é catalisada por duas enzimas distintas: histona lisina metiltransferases

(HKMTS) e as proteinas arginina metiltransferases (PRMTSs) (LIU et al., 2010). O status

desta metilagéo é interpretado por outro grupo de enzimas denominadas de ‘leitoras’,

as quais, ligam-se especificamente a aminoacidos metilados na cauda de H3, os

dominios responsaveis por esta funcdo sdo PHD, chromo, WD40, Tudor, MBT e

PWWP (TAVERNA et al., 2007) (Figura 6).
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Figura 6 - Representacdo esquematica do processo adicao (HMTs), remocédo (HDMTs) e

interpretacao de grupos metil adicionados a caudas de histonas. (LIU et al., 2010).
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A metilacao das lisinas nas caudas de histonas € catalisada por um grupo de
proteinas que contém os dominios SET e DOT1, podendo ocorrer nos contextos
mono, di e tri-metilados e contribuem para ambas funcdes de ativacao e repressao da
cromatina. As marcas de metilacdo geralmente associadas com silenciamento sao
H3K9 e H3K27 e as de ativacdo H3K4 e H3K36 (BERGER, 2007).

A reacdo de metilacdo das lisinas ndo afeta a carga liquida dos residuos
modificados, porém, eleva a hidrofobicidade e pode alterar as interacfes intra ou
intermoleculares ou criar novas superficies de ligacao para as proteinas do leitoras
que se ligam preferencialmente a dominios metilados. E considerada uma marca
epigenética significativa e complexa, estando presente e regides ativadas e inativadas
da cromatina dependendo de qual residuo de lisina esta metilado e do grau de
metilacéo (LIU et al., 2010).

A metilagdo das argininas € catalisada pelas PRMTs, podendo ocorrer apenas
nos contextos mono e di-metil (simétrica ou assimétrica) e tem sido relacionada a

varios processos biolodgicos como a regulagcéo da transcricéo, processamento do RNA,
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transporte nuclear, transducdo de sinal e reparo do DNA. As argininas mais
frequentemente metiladas séo: Arg2, Arg8, Argl7 e Arg26 da histona H3 e Arg3 da
histona H4 (KLOSE e ZHANG, 2007).

Uma analise de marcas de metilacdo (mono, di e tri) de H3K4 em todo o
genoma de plantas de Arabidopsis expostas ao déficit hidrico, encontrou que
H3K4me3 apresentou as mudangas mais significativas, e que as diferencas se
correlacionaram positivamente com diferencas nos niveis de transcricdo quando os
genes foram agrupados de acordo com seus niveis de expressao, sendo que as
alteracdes em H3K4me3 foram mais acentuadas nos genes mais diferencialmente
expressos (VAN DIJK et al., 2010).

Também sob condi¢cdes de déficit hidrico, foi encontrado um aumento nos
niveis de transcricdo de RD29A/B bem como NCED3 (que codifica uma enzima que
atua na biossintese do ABA), que foi acompanhado do aumento de H3K4me3. No
mutante atx1, as mudancgas transcricionais e as marcas H3K4me3 foram severamente
diminuidas bem como, apresentando sintomas de perda de dgua mais pronunciados

em comparacao com as plantas selvagens (DING et al., 2011).

ZONG et al., 2013 investigaram o padrao de distribuicdo da marca H3K4me3 e
sua associacdo com perfis de expressdo no genoma do arroz (Oryza sativa) sob
condicbes de déficit hidrico. Os autores associaram H3K4me3 a mudancas de
expressdo de alguns genes que atuam na tolerancia a seca. Uma regiao especifica
do cromossomo 11, com mudancas na marca H3K4me3 apds o tratamento de seca
contém quatro clusteres de genes dehidrina, os quais, exibiram altos niveis da marca

e expressao fortemente induzida pelo déficit hidrico.

Em Arabidopsis, a metiltransferases de arginina SKB1 também denominada de
PRMT5 confere tolerancia ao estresse salino, por regular a transcricdo e o splicing
pela alteracédo dos niveis de H4R3me2 e metilacao das pequenas ribonucleoproteinas
(LSM4) (ZHANG et al., 2011). A metiltransferase ATX1 é responsavel pela repressao
do gene WRKY70 durante a seca em plantas de Arabidopsis, e que 0s baixos niveis
dos transcritos estdo associados a drastica redugdo de H3K4me3 e aos elevados
niveis de fosfatidilinositol 5-fosfato, que atuam mantendo a metiltransferase no

citoplasma, suprimindo sua funcéo no nucleo (NDAMUKONG et al., 2010).
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2.3.1.4 Histona demetilases

As marcas de metilagdo em histonas séo removidas pelas histonas demetilases
(HDMs), contribuindo para a homeostase do processo. Ha dois tipos de demetilases
de histonas com mecanismos de agao distintos, (1) oxidagdo da amina pela
demetilase especifica de lisina 1 (LSD1/KDM1) e (2) hidroxilagdo por proteinas
contendo o dominio Jumoniji (JmjC) (KLOSE e ZHANG, 2007).

A reagdo de demetilagdo por LSD1/KDM1 requer um segundo fator
denominado Co-REST (repressor transcricional associado a cromatina), também foi
observado que a atividade deste complexo perde a eficiéncia em nucleossomos
hiperacetilados e € estimulada pela atividade da deacetilase de histona (HDAC1),
revelando assim, a relacdo entre as atividades demetilase e deacetilase (SHI et al.,
2005).

Devido a prevaléncia de histonas tri-metiladas, e ao fato de que as LSD1/KDM1
serem limitadas aos substratos mono e di-metilados, os pesquisadores postularam
gue provavelmente deveria existir uma classe adicional de histonas demetilases. As
similaridades entre os dominios cataliticos da demetilase bacteriana AIkB e Jm|C,
demonstrou que a histona demetilase 1A contendo o dominio JmjC (JHDMI1A,
também conhecida como Fbx11) constitui demetilases de histona, na qual, o dominio
JmjC foi considerado o core catalitico da enzima, porém, JmjC, ndo € capaz de

remover grupos metil no estado tri-metil (TREWICK et al., 2005).

O papel das histonas demetilases em resposta a estresses abibticos ndo tem
sido muito estudado, mas estudos mais recentes sugerem seu envolvimento durante
condicbes estressantes. SONG et al, 2018 analisaram o0 crescimento e
desenvolvimento de plantas de arroz que superexpressavam a demetilase OsJMJ703
e plantas nocauteadas para OsJMJ703, bem como os padrbes de expressdo deste
gene em plantas submetidas a déficit hidrico. Os autores observaram que as plantas
gue ndo expressavam o gene da demetilase, exibiram maior toleréncia ao estresse e
que as plantas que superexpressavam se mostraram mais sensiveis, quando

comparado com plantas selvagens.

A demetilase JMJ15 é envolvida na tolerdncia ao estresse salino em

Arabidopsis. Em mutantes com ganho de funcéo (jmj15-1, jmj15-2), foi observada uma
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maior tolerancia ao referido estresse, enquanto que o mutante com perda de funcéo
(jmj15-3) exibiu fendtipo sensivel, quando comparado com as plantas selvagens. Nos
mutantes de ganho de fun¢do, os niveis de transcritos do gene JMJ15 foi elevado e
isto foi associado a repressao de genes, visto que 0 humero de genes reprimidos se

sobressaiu ao de genes induzidos, 23 e 164 respectivamente (SHEN et al., 2014).

2.3.2 Complexos de remodelamento da cromatina

Os complexos de remodelamento da cromatina (CRCs) utilizam a energia
proveniente da hidrolise do ATP para alterar a estrutura da cromatina, e
consequentemente atuando na regulacdo da expressao génica eucariética. Embora
existam complexos adicionas, estes séo classificados em quatro classes principais:
(1) as ATPases SWI/SNF; (2) as ATPases switch (ISWI); (3) ATPases contendo
cromodominio e dominios similares a helicases (CHD); (4) INO80/SWR.
(SUDARSANEN e WISNTON, 2000; HAN et al., 2015).

A acéo de varios complexos de remodelamento gera diferentes resultados, tais
como a mudanca na posicao de nucleossomos ao longo do DNA em cis e em trans, a
montagem/desmontagem de nucleossomos e a mudanca dos conteudos de histonas
dentro do nucleossomo, como por exemplo a incorporacéo de variantes especificas
de histonas (CLAPIER e CLAINS 2009) (Figura 7).
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Figura 7 - Os diferentes resultados da acdo de complexos de remodelamento da cromatina
(CRCs).
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Cada um destes complexos desempenha atividades bioquimicas Unicas. Por
exemplo, as classes CHD e ISWI tém funcbes Unicas no espagcamento dos
nucleossomos e ha montagem da cromatina apoés a replicagcdo (CORONA e TANKUN,
2004). Os complexos INO80 e SWR1 tém funcdes opostas na substituicdo de
variantes de histonas, enquanto INO80 substitui H2A.Z por H2A, SWR1 catalisa a
substituicdo de H2A por H2A.Z, sendo que a presenca de H2A ou H2A.Z afeta a
estabilidade do nucleossomos (KUMAR e WIDGE, 2010).

Estes complexos foram inicialmente associados a ativagao transcricional, pela
habilidade de desmontar ou deslizar os nucleossomos e cooperando com ativadores
como a histona acetiltransferase GCN5 (COSMA et al., 1999; CLAPIER e CLAINS,
2009). Recentes estudos tém evidenciado a atividade repressora deste complexo, os
mecanismos que constituem o papel repressivo incluem: o favorecimento ao
recrutamento de proteinas que se ligam a sequéncias especificas ou reguladores da
cromatina com atividades repressivas (WU et al., 2014); intera¢gGes de longo alcance
entre enhancers e promotores (KIM et al., 2009); estabilizacdo de nucleossomos no

sitio de inicio da transcri¢cdo (ZHU et al., 2013).

A literatura relata o envolvimento de grupos de complexos remodeladores da

hY

cromatina com respostas a estresses abidticos. BUSZEWICS et al.,, 2016
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evidenciaram a interacdo entre uma histona desacetilase (HD2C) e um destes
complexos (BRM) em plantas de Arabidopsis expostas a elevada temperatura. Os
autores observaram que havia um subconjunto de genes comumente regulados nos
mutantes hd2c e brm, pois todos pertenciam a mesma categoria GO, sendo uma parte
destes genes induzidos incluindo genes de resposta ja conhecida a este estresse, tal
como HSP101. Os dados apoiam a classificacdo de HD2C e BRM como repressores
de genes responsivos ao calor e sugerem que HD2C e BRM atuam juntos no mesmo
complexo proteico.

O homodlogo de Arabidopsis SWI3D em milho (ZmCHB101) é apontado como
tendo papel essencial na resposta ao déficit hidrico e estresses osmaticos. Plantas
transgénicas ZmCHB101-RNAi exibiram fenotipos sensiveis a ambas condi¢des. A
analise RNA-seq identificou que ZmCHB101 tem impacto na expressao de genes
responsivos a estresse osmotico, ativando especialmente genes codificantes de TFs,
incluindo as familias AP2/EREBP, WRKY e FTs heat shock, os quais, ja possuem
atuacao conhecida em processos de tolerancia a estresses (YU et al., 2018).

O subgrupo de SWI/SNF BRAHMA (BRM) modula a resposta ao ABA
impedindo a ativagcdo prematura de vias de resposta ao estresse durante a
germinacdo em Arabidopsis, através da interacdo dos componentes da via de
sinalizacdo do ABA com BRM por fosforilacdo/defosforilacdo. O mutante
fosfomimético BRMS1760D 51762D  exihjy hipersensibilidade ao tratamento com ABA,
indicando que o controle de BRM por réapida defosforilacdo pode ser uma
caracteristica que aumenta a tolerancia a seca nestas plantas (PEIRATS-LLOBET et
al., 2016).

2.4 TRANSCRIPTOMICA

A partir da publicagdo do ‘Dogma Central da Biologia Molecular’ em 1970,
proposto por Francis Crick, foram indicados trés principios que regem o fluxo da
informacdo genética: (1) a informagdo genética esta presente no DNA; (2) a
informacado presente na molécula de DNA é capaz de se autorreplicar (replicacdo),
esta mesma informacéao é transferida do DNA para o RNA através da transcricédo e a
informacgé&o contida no RNA é capaz de determinar a composi¢cao de um polipeptidio,
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através da traducéo; (3) a informacao nunca € transmitida da proteina para o DNA
(Figura 8).

Figura 8 - Representacao esquematica sintetizada do Dogma Central da Biologia Molecular.
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O desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento em larga escala de
acidos nucléicos (DNA e RNA), permitiu uma ampla visdo dos elementos que atuam
no fluxo da informacéo genética. A partir da vasta quantidade de conhecimento gerado
por estes métodos, nascia a transcriptbmica, que € definida como o estudo do conjunto
de RNAs de um tipo celular especifico ou de um tecido em determinado estagio de
desenvolvimento ou condicéo fisiologica, que inclui os RNAs mensageiros, RNAs
transportadores, RNAs ribossomais e outros RNAs néo codificantes (DONG e CHEN,
2013).

Quatro razdes fazem da transcriptdmica um campo de pesquisa inspirador na
era pos-gendmica. (1) As analises em transcriptdmica refletem a dindmica da
expressdo de um genoma; (2) A transcriptbmica apoia os estudos no campo da
protedmica; (3) Estudos funcionais e estruturais dos RNAs ndo codificantes de
proteinas (ncRNA) ampliam o propdsito da transcriptdmica; (4) As inovacdes
metodoldgicas, especialmente das tecnologias de sequenciamento de nova geracao
(NGS), permitiram um maior nivel de rendimento e resolucdo de estudos de
transcriptomas e geraram mais dados com significados biolégicos (LOCKHART e
WINZELER, 2000).

O transcriptoma € altamente dinamico e responde rapida e dramaticamente a
desordens ou mesmo a eventos celulares comuns, como a divisdo celular por
exemplo. O entendimento de quando, onde e até que ponto um gene € expresso &
crucial para entender a atividade e as funcdes biolégicas exercidas a partir disto.

Adicionalmente, as mudancas nos padrdes de expressao podem fornecer indicios de
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mecanismos regulatorios e vias bioquimicas mais amplas (LOCKHART e WINZELER,
2000).

SHIMKETS (2004) classifica as técnicas de analise de transcriptomas em trés
categorias principais: (i) Metodologias baseadas na visualizacdo do transcrito — a
geracdo de transcritos marcados pode ser quantificada e comparada entre as
diferentes amostras; (i) Metodologias baseadas em hibridizacdo — explora a
complementariedade das bases nitrogenadas e podem ser subdivididas em mais duas
categorias: hibridizacdo em superficie sélida e hibridizacdo em solucéo; (iii)

Metodologias baseadas no sequenciamento e contagem de transcritos.

Dentre as tecnologias mais utilizadas para analises de expressdo génica,
destacam-se as técnicas: complementary DNA (cDNA) microarrays — microarranjo de
DNA complementar (baseado em hibridizacdo (SAHA et al.,, 1995); Expressed
Sequence Tag (EST- Etiqueta de Sequéncia Expressa) (ADAMS et al., 1991); Serial
Analysis of Gene Expression (SAGE - Analise serial da expressdo génica)
(VALCULESCU et al., 1995) e suas versfes aprimoradas — Long Serial Analysis of
Gene Expression (LongSAGE — Analise serial longa da expresséo génica) (SAHA et
al., 2002) e Super Serial Analysis of Gene Expression (SuperSAGE — Analise super
serial da expressao génica) (MATSUMURA et al., 2003); RNA-seq (MORTAZAVI,
2008) e mais recentemente a Massive analysis of cDNA ends (MACE — Analise
massiva das extremidades de DNA complementar), baseados em sequenciamento
(KAHL et al., 2012).

As metodologias de transcriptdmica mais antigas tém baixo poder de resolucéo,
devido principalmente a (1) semelhanca entre transcritos diferentes; (2) expressao de
genes sobrepostos; (3) presenca de transcritos alternativos. Para evitar o
processamento errdbneo dos dados, recomenda-se utilizar mais de uma metodologia
de andlise. Dessa forma, analisando os dados de diferentes metodologias é possivel
obter o maximo de informacdes a respeito do transcriptoma a ser analisado (NETO et
al., 2018)

A SuperSAGE , gera um abrangente perfil de transcricdo, a partir de analises
qualitativas e quantitativas de padrdes de transcricao de milhdes de tags de 26 pares

de bases (pb) sequenciadas em um mesmo experimento, oriundas de um ou mais
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genomas de eucariotos por ensaio; baseando-se nas mudancas de frequéncia em
RNA mensageiros possuidores de cauda poliA (MATSUMURA et al., 2003). A técnica
se torna ainda mais valiosa quando combinada com tecnologias de sequenciamento
(de nucleotideos) de alto desempenho (MATSUMURA et al., 2010). Essa combinacéo,
denominada High-Throughput-SuperSAGE ou deepSuperSAGE, fornece muito mais
dados (trés a quatro ordens de magnitude), com custos relativamente baixos, reducao
de tempo e esforcos (MATSUMURA et al., 2010).

HT-SuperSAGE mimetiza a técnica original, SuperSAGE (MATSUMURA et al.,
2003), até a etapa em que a tags de 26 pb séo cortadas a partir de cDNAs de cadeia
dupla. Porém, apos esta etapa ndo ocorre a formagao de “ditags” (duas tags com
orientacdo invertida) como descrito pelo protocolo original, em vez disso, cada
extremidade de uma tag simples € ligada a dois adaptadores distintos e os fragmentos
"tag adaptados” sdo amplificados por PCR (Polymerase Chain Reaction) com nimero
limitado de ciclos (MATSUMURA et al., 2010).

A metodologia se inicia com a sintese de cDNA utilizando primers oligodT
contendo o sitio de reconhecimento para EcoP15l. Posteriormente, esse cDNA é
clivado pela enzima de ancoragem Nlalll que reconhece sitios 5-CATG-3’. Apds a
primeira digestdo com Nlalll, é adicionado o adaptador-2 e entdo prossegue-se uma
segunda digestao, dessa vez com a enzima EcoP15I (enzima de restricdo que cliva a
uma distancia de 26-27 pb de seu sitio de reconhecimento, denominada enzima de
“tagging”). Em seguida, ocorre a ligagdo do adaptador-1, o qual, possui uma
sequéncia indice de 4 pb para identificacdo da biblioteca. Os fragmentos seguem para

PCR e posterior sequenciamento (Figura 9).

A geragdo de uma tag maior, com 26 pb, melhora consideravelmente o
processo de anotacdo (associacdo das tags com seus genes correspondentes),
permitindo uma anotagdo quase que perfeita através da ferramenta BLAST contra
bancos de dados, nos quais genomas e cole¢cdes de cDNA estiverem disponiveis. A
vantagem fica ainda mais evidente quando se compara com as outras metodologias
anteriores a esta, como a SAGE, tag com 15 pb (VALCULESCU et al., 1995) e a Long-
SAGE, tag com 22 pb (MATSUMURA et al., 2008), nas quais, a anotagao se fez um

problema inerente.
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Figura 9 - Fluxograma da técnica HT-SuperSAGE. Traduzido de MATSUMURA et al., (2010).
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Finalmente, uma parte significante dos estudos em transcriptbmica é
acompanhada por analises de bioinformatica. Os desafios destas analises sdo quase
tdo grandes como os de procedimento experimental, tais como purificacdo do RNA,
construcdo das bibliotecas de cDNA e 0 sequenciamento propriamente dito. Isto se
deve a elevada quantidade de dados a serem analisados, bem como, 0s erros que
podem ser introduzidos pelo sequenciamento e da complexidade inerente dos
transcriptomas (DONG e CHEN, 2013).

2.4.1 Ferramentas de bioinforméatica aplicadas ao estudo de genes estresse-

responsivos em plantas

Os mecanismos moleculares que compreendem a regulacdo da expressao sao

complexos e néo sdo esclarecidos apenas pelo sequenciamento do genoma de um



46

determinado organismo. Esta etapa, denominada de gendmica estrutural, € apenas o
inicio de um processo que visa compreender como as estruturas do genoma
funcionam. A proxima etapa, conhecida como gen6mica funcional, abrange analises
que vao utilizar as informacgdes oriundas da gen6mica estrutural para caracterizagao
das funcdes génicas (HIETER e BOGUSKI, 1997).

2.4.1.1 Bancos de dados bioldgicos

Os bancos de dados biolégicos constituem ponto central na bioinformatica,
permitindo que cientistas acessem uma ampla gama de dados de uma variedade de
organismos. Estes repositorios podem ser divididos de acordo com os dados que
armazenam, sendo 0s que abrangem todas as sequéncias de nucleotideos e
proteinas designados como bancos primarios e aqueles de recurso mais
especializado como bancos de identificacdo e estrutura de proteinas e especificos
para determinados organismos (WHITFIELD et al., 2005). Alguns exemplos de bancos

de dados estao descritos na tabela 1.

Tabela 1 - Alguns exemplos de bancos de dados utilizados em transcriptdmica vegetal

Tipo de banco Descricao Referéncia
Nucleotidico RefSeq www.ncbi.nim.nih.gov/refseq/
Nucleotidico Ensembl CUNNINGHAM et al., (2018)

Proteico Entrez protein. www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/
Proteico UniProt (Universal Protein UNIPROT  CONSORTIUM,
Resource) (2019)

Especializado

Especializado

Especializado

Especializado

Grassius (Grass Regulatory
Information Server)

TAIR  (The
Information Resource)
iTAK  (Plant
& Protein

Arabidopsis

Transcription
factor Kinase
Identifier and Classifier)

KEGG (Kyoto Encyclopedia

of Genes and Genomes)

YILLMAZ et al., (2009)

POOLE, (2005)

ZHENG et al., (2016)

KANEHISA, (2002)
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Especializado PlantCARE LESCOT et al., (2002)

2.4.1.2 Alinhamento de sequéncias e montagem de transcriptomas

A etapa inicial para o entendimento das caracteristicas de uma sequéncia
desconhecida é o alinhamento de sequéncias. Basicamente, a sequéncia
desconhecida é alinhada com sequéncias conhecidas disponiveis em bancos de
dados, com o intuito de identificar residuos comuns que sao conservados ao longo da
evolucdo (THOMPSON et al., 2001). Existem dois métodos de alinhamento, o global
e o local. No alinhamento global a semelhanca é pontuada ao longo de todo o
comprimento das sequéncias e o alinhamento local que identifica regides similares
entre as sequéncias, como dominios funcionais (NEEDLEMAN e WUNSCH 1970;
SMITH e WATERMAN 1981).

Igualmente, existem dois tipos de alinhamento: o alinhamento par a par, que
considera duas sequéncias, e o multiplo que considera mais que duas sequéncias. As
sequéncias podem ser nucleotidicas (DNA ou RNA) ou de aminoacidos (proteinas),
no alinhamento podem ser introduzidos um ou mais gaps que indicam ganho ou perda
de um residuo, e evolutivamente equivalem e inser¢cdes ou dele¢bes (indel). A
programacao dinamica garante alinhamento 6timo entre duas sequéncias
(alinhamento par a par), porém, é computacionalmente custoso. Dessa forma, foram
desenvolvidos algoritmos heuristicos que provém alinhamentos adequados em menor
tempo (WATERMAN, 1984).

O mais popular algoritmo heuristico de alinhamento é o BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al., 1990). O método de alinhamento do
BLAST ¢é baseado em blocos, em que as sequéncias sdo “quebradas” em 11 e em
trés residuos para nucleotideos e proteinas, respectivamente. A nocao de semelhanca
é incorporada no algoritmo através da utilizacdo de uma matriz de scores, como por
exemplo a BLOSUM62. Quando as palavras com match sdo encontradas, o BLAST
estende a regido atraves do alinhamento local (sem gaps) das duas extremidades, em
seguida sdo identificados os elementos de maior score “HSP” (High Score Pair).
Novas versodes deste algoritmo foram desenvolvidas (ALTSCHUL et al., 1997), alguns
exemplos sao o PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST) e o Gapped BLAST. O



48

PSI-BLAST procede de forma iterativa. Apos alinhamento das regides conservadas, 0
algoritmo constréi um consenso a partir das regides alinhadas. Usando este
consenso, procede entdo uma nova pesquisa sobre a base de dados. O processo
finaliza quando nenhuma nova sequéncia € adicionada ao consenso. O Gapped
BLAST é modificado para desencadear uma extensdo com gaps para qualquer HSP

gue excede um score moderado.

Um exemplo de algoritmo heuristico para alinhamento multiplo € o alinhamento
progressivo (HOGEWEG e HESPER, 1984). No alinhamento progressivo, o
alinhamento multiplo é resolvido utilizando o alinhamento par-a-par indiretamente.
Essa abordagem relne todas as sequéncias progressivamente, onde o melhor
alinhamento par-a-par é considerado primeiro. O alinhamento é resolvido pela
utilizacdo de uma arvore guia (FENG e DOOLITTLE, 1987), onde cada ramo
representa uma sequéncia a ser alinhada, cada n6 € associado com um alinhamento
multiplo das sequéncias em sua subéarvore correspondente, dessa forma, o
alinhamento multiplo de todas as sequéncias consideradas é associado a raiz do no.
Este algoritmo é utilizado em programas como CLUSTAL (HIGGINS e SHARP, 1988),
T-coffee (NOTREDAME et al., 2000), MAP (HUANG, 1994), MULTALIGN (CORPET,

1988) dentre outros.

A identificacdo do conjunto completo de transcritos € base dos estudos em
transcriptbmica. As reads obtidas de plataformas de sequenciamento sdo pequenas
sendo entdo necessario a reconstrucdo do tamanho total do transcrito, que constitui
um desafio na area. Basicamente, apds o sequenciamento, as short-reads sdo pré-
processadas para remover erros de sequenciamento e quaisquer artefatos (ex.:
adaptadores), em seguida, as reads sdo montadas afim de observar suas
abundancias (‘andlise da expressao’) (MARTIN e WANG, 2011). Para auxiliar no
processo de montagem, geralmente sdo preferidas long reads pois reduzem a
complexidade da montagem. A escolha de protocolos paired-end (ambas as
extremidades dos fragmentos de DNA sdo sequenciadas) também atenuam o

problema das short-reads.

Existem duas estratégias para realizar a montagem de um transcriptoma: (1)
baseada em referéncia ou montagem “ab initio” e (2) montagem de novo. Na estratégia

por referéncia alguns problemas sdo contornados, como a contaminacao ou artefatos
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de sequéncia, estes ndo sdo esperados para alinhar com o genoma de referéncia.
Porém também apresenta desvantagens, pois depende fortemente de um genoma de
referéncia de boa qualidade, um problema inerente quando se trata de organismos
ndo-modelo. Na montagem de novo ndo hé necessidade de uma referéncia, podendo
também cobrir transcritos de regibes gendémicas que estdo ausentes em montagens
disponiveis, as principais dificuldades sdo o recurso computacional requerido e a
necessidade de sequenciamento com maior profundidade (MARTIN et al., 2010;
MARTIN e WANG, 2011). Alguns exemplos de ferramentas, utilizadas na montagem
de transcriptomas de plantas sdo: TopHat (TRAPNELL et al.,, 2009) e Trinity
(GRABHERR et al., 2011).

2.4.1.3 Anotacéao funcional

A atribuicdo de funcéo biologica é a etapa conhecida como anotacao funcional.
Esse processo frequentemente depende da transferéncia de informacéo de um gene
a outro, também denominado de anotacdo baseada em homologia. Depende que a
informacdo a respeito dos produtos génicos esteja disponivel e assume que a
similaridade é resultado de homologia funcional (BOLGER et al., 2018). Existem varias

ferramentas destinadas a este objetivo:

Gene Ontology (GO) — é a ferramenta mais utilizada para anotacao funcional,
que fornece ‘termos GO’ associados aos produtos génicos de interesse divididos em
trés categorias: ‘Biological Process’ (descreve o gene em termos de eventos ou
fungdes moleculares), ‘Cellular Component’ (descreve a localizagdo de uma proteina),
‘Molecular Function’ (descreve as habilidades de um produto génico em nivel
molecular) (GENE ONYOLOGY CONSORTIUM, 2015).

TransDecoder — busca por frames que codificam dominios funcionais dento de

sequéncias de transcritos (http://transdecoder.sf.net.).

PFAM — é um excelente recurso que identifica dominios, representados como
modelo oculto de Markov (Hidden Markov Model-HMM), dentro de uma sequéncia, e
atualmente pode identificar >17.000 familias proteicas (EL-GEBALI et al., 2019).
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BLAST2GO - é um pipeline automatizado que é utilizado para inferir anotacoes
GO, que incorpora dados do InterProScan e KEGG (CONESA e GOTZ, 2008). No

entanto, alguns dos recursos néo sao livres e requerem licenga.

MEME suite — € um servidor web para descoberta e analise de motivos de
sequéncia que representam importantes caracteristicas como sitios de ligacdo de
fatores de transcricdo (BAILEY et al., 2009).

MapMan BIN ontology — ferramenta desenvolvida para visualizacdo de dados
Omicos em vias de plantas e que também abrange em torno de 2.000 termos de
ontologia (THIMM et al., 2004).

Existem também ferramentas de recurso mais especifico, sdo estes alguns

exemplos:

SignalP — identifica a presenca de peptideo sinal em sequéncias de
aminoacidos, que é essencial em proteinas secretadas. A Ultima versdo é capaz de

distinguir entre o peptideo sinal e hélices transmembrana (PETERSEN et al., 2011).

psRNATarget — analisa miRNAs e seus alvos e possui duas importantes
caracteristicas: (i) match reverso complementar entre o miRNA e seu alvo (ii)
avaliacdo da acessibilidade do sitio no alvo calculando a energia ndo emparelhada
(UPE) necesséria para "abrir" a estrutura secundaria em torno do sitio alvo do miRNA
(DAl e ZHAO, 2018).

Musite — ferramenta especificamente desenvolvida para predizer sitios de
fosforilacdo, importante evento regulatério para muitos aspectos celulares (GAO e XU,
2010).

2.4.1.4 Desafios da bioinforméatica

O advento da bioinformatica permitiu gerar enormes quantidades de dados, e
a organizacdo e armazenamento destes dados conduziu a importantes iniciativas
nacionais e internacionais. Inicialmente, os bancos de dados eram arquivos simples e
com o passar do tempo foram aumentando em tamanho e se relacionando com outros
bancos de dados, para garantir uma melhor performance ao usuario. Um dos maiores

7

desafios relacionados a organizagdo e armazenamento é como integrar dados
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gendmicos com dados de mapeamento gendmico, expressao génica, funcéo proteica,

interacao proteina-proteina dentre outros (MATHUR, 2018).

As técnicas de mineracdo de dados, utilizadas para analisar padrées em
grandes conjuntos de dados e representa-los de forma humanamente legivel, &
frequentemente dificultada por caracteristicas inerentes de bancos de dados
biolégicos como seu tamanho, niumero e diversidade. O nivel de conhecimento entre
0s usuarios também passou a ser uma dificuldade em prover mecanismos de acessos
apropriados para todos (MATHUR, 2018). Algumas outras dificuldades associadas ao
manejo dos dados sdo a falta de padronizacdo nos formatos, falta de interfaces
comuns aos dados, inconsisténcias em identificadores dentre outros. Os custos para
o arquivamento de dados séo de fato consideraveis, mesmo com métodos avancados
de reducdo da informacédo, e a decisdo de quais data sets devem arquivados ou

armazenados tem sido um ponto de discusséo (FULLER et al., 2013).

Um outro desafio da bioinformatica é que muitos programas sao
computacionalmente exaustivos, sendo crucial o desenvolvimento de novos
algoritmos em termos de otimizacdo de recursos. As areas que a necessidade de
novos algoritmos é constante sao: alinhamento de sequéncias, predicdo de estrutura
e funcéo de proteinas e interacao proteina-proteina (MATHUR, 2018). Uma questao
gue tem sido debatida dentro da bioinformatica diz respeito a hipétese sendo dirigida
pelos dados, ou seja, a colecdo de dados vem antes do estabelecimento de uma
hipotese testavel, podendo constituir um viés na interpretacdo dos dados (FULLER et
al., 2013).

Finalmente, o rapido e constante crescimento da informacdo biolégica
disponivel tornaram necessario o melhorar a habilidade de estudantes de graduacéo
no campo da bioinformatica, visto que tem sido expandido apenas entre pés-
graduandos (TARCZY-HORNOCH e MINIE, 2005; MATHUR 2018). Um exemplo
deste tipo de iniciativa € o EDUCOLLAB do NCBI que desenvolve varios programas
de treinamentos introdutérios e avancados para o uso de ferramentas de
bioinforméatica, que incluem analise de similaridade, expressao, estrutura de proteinas,
analise filogenética dentre outros (GEER et al., 2002; [Online]
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Class/NAWBIS/)
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL, ENSAIO DE DEFICIT HIDRICO E BIBLIOTECAS HT-
SuperSAGE

As unitags HT-SuperSAGE (26 pb) disponiveis para o presente estudo foram
oriundas de ensaio de oito cultivares de cana-de-acglcar selecionados do programa
de melhoramento genético do Centro de Tecnologia Canavieira (CTC, Piracicaba,
Brasil), sendo quatro tolerantes (CTC6, CTC15, SP83-2847, e SP83-5073) e quatro
sensiveis a seca (CTC9, CTC13, SP90-3414, e SP90-1638), de acordo com
observacdes em campo e andlises fisioldgicas, incluindo conteudo relativo de agua e
teor de clorofila (THIEBAUT et al., 2012; THIEBAUT et al., 2014). Parte das plantas
de cada grupo, cultivadas em potes de 40 L, em casa de vegetacao [temperaturas de
30,2 £ 5,7 °C (maxima), 16,8 + 1,9 °C (média) e 9,3 = 3,0 °C (minima), humidade
relativa [71,5 = 5,1% (média)], com fotoperiodo natural, foram submetidas a 24 h de
supressao de rega, conforme descritos por Kido et al. (2012) e da Silva et al. (2017).
Resumidamente, plantas em desenho experimental aleatério (seis repeticbes), com
irrigacdo diaria (4 L h"\(-1)) até os trés meses de idade, tiveram a irrigacao interrompida
por 24 horas, quando raizes foram coletadas, congeladas em nitrogénio liquido, e
armazenadas (-80°C) até extracdo do RNA total, com uso de Trizol® (Invitrogen). As
amostras de RNAs, ap0s tratamento com DNAse (Qiagen®) e purificacdo com
RNeasy Mini kit (Qiagen) tiveram quantidades similares de cada cultivar misturadas
conforme o grupo, para gerarem as bibliotecas [tolerante estressado (SD24T),
tolerante controle negativo (SDTC), sensivel estressado (SD24S) e sensivel controle
negativo (SDSC)] HT-SuperSAGE (MATSUMURA et al., 2003). ApOs sequenciamento
por lllumina Genome Analyzer Il (KIDO et al., 2012), as tags de 26 pb sequenciadas
apenas uma vez (singlets) foram eliminadas.Das unitags (tags diferentes) observadas,
aguelas diferencialmente expressas (p < 0,05) foram identificadas a partir da
distribuicdo de Poisson (AUDIC e CLAVERIE, 1997) implementada no software
DiscoverySpace (v.4.01) (ROBERTSON et al., 2007). A modulacdo da expressao
génica de cada unitag (FC: Fold Change) foi calculada como a razdo das frequéncias

observadas nas bibliotecas estressada em relagao ao controle negativo.
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3.2 ANOTACAO DE TRANSCRITOS CoREG, IDENTIFICACAO DE DOMINIOS
FUNCIONAIS E ANALISE IN SILICO DA EXPRESSAO

Sequéncias representativas de CoREGs de 24 familias (incluindo o grupo
“‘Others”) foram obtidas da base de dados iTAK (http://itak.feilab.net/cgi-
bin/itak/index.cgi) (ZHENG et al., 2016). ESTs de cana-de-acucar (Saccharum spp.),
disponiveis nos bancos publicos do NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov/), foram
alinhadas via BLASTn (e-value cutoff e”(-20)) contra as sequéncias COREGs.
Anotacbes das ESTs foram confirmadas em alinhamentos BLASTn (e”(-20)) contra
transcritos RefSeq de monocotiledéneas (555.398)
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/refseq/). Sequéncias com anotacoes nao
correspondentes a CoREGs foram descartadas das analises. As ESTs anotadas como
CoREGs, ap6s traducdo pela ferramenta TransDecoder (v 5.0.2;
http://transdecoder.github.io), tiveram potenciais dominios identificados através da
ferramenta NCBI Batch Web Conserved Domain Search
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi; MARCHLER-BAUER et
al., 2015).

Unitags observadas na resposta tolerante (SD24T vs. SDTC) e na sensivel
(SD24S vs. SDSC) foram alinhadas via BLASTn (e”(-20)) contra as ESTs de cana-de-
acucar identificadas como potenciais COREGs. Alinhamentos unitags-ESTs aceitaveis
apresentaram score > 44 (score de 52 correspondeu a 100% de identidade), maximo
de um mismatch em 26 pb, orientacédo plus/plus, e extremidade 5-CATG da unitag
preservada. A clusterizacdo hierarquica de unitags diferencialmente expressas (p-
value < 0,0001) foi realizada pelo software Cluster 3.0 (v.1.52) (EISEN et al., 1999),
utilizando parametros padrbes e valores de FC das unitags, cujos dendrogramas
foram visualizados pelo software TreeView (PAGE, 1996). Diagramas de Venn foram
gerados a partir da ferramenta InteractiVenn (http://www.interactivenn.net/index.html)
(HEBERLE et al., 2015).

3.3 ANALISE DE TERMOS GO E DE FTs

As ESTs contendo unitags diferencialmente expressas (p < 0,05) nos
tratamentos dos bulks de cultivares foram alinhadas via BLASTn (e-value cutoff e-20)
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contra sequéncias CDS de S. bicolor disponiveis na base da base de dados
PlantRegMap (http://plantregmap.cbi.pku.edu.cn/index.php) (TIAN et al., 2019). Essas
sequéncias representando as unitags diferencialmente expressas foram submetidas
a analise de enriquecimento de termos de ontologia génica (GO) e de FTs (threshold

p-value < 0,01), ambas a partir de ferramentas do préprio site.

3.4 MAPEAMENTO IN SILICO DE LOCI CoREGs EM GENOMAS DE GRAMINEAS

ESTs de CoREGs com dominios confirmados foram submetidas ao BLASTn
(e-value cutoff e-20), contra transcritos de sorgo (Sorghum bicolor,
Sbicolor_313 v3.1.transcript), milho (Zea mays, Zmays_284 5b+transcript) e arroz
(Oryza sativa, Osativa_323 v7.0.transcript), visando identificar loci COREGs em
genomas de gramineas taxonomicamente relacionadas. Sequéncias ortélogas para
essas gramineas foram obtidas a partir dos best hits reciprocos (Bidirecional Best-Hit,
BBH), via BLASTp (e-value cutoff e-10) das ESTs com dominios confirmados contra
0s proteomas destas espécies. A partir do BLASTx (e-value cutoff e-10), entre os
CoREGs ortdlogos de cana-de-agucar com sorgo contra os proteomas de milho e
arroz, foram construidos ideogramas circulares com a ferramenta Circos 0.64
(KRZYWINSKI et al., 2009), facilitando visualizar possiveis duplicacbes génicas,

sintenias e colinearidades de genes ligados, nas espécies analisadas.

3.5 EXTRACAO DE RNAs E SINTESE DE cDNAs

RNAs das cultivares foram extraidos e purificados conforme descritos em KIDO
et al., (2012). A integridade dos RNAs foi avaliada em gel de agarose 1,5% corado
com Blue-Green Loading Dye (LGC Biotecnologia®), e a quantificacdo feitas
utilizando-se o Quant-iT ™ RNA Assay Kit (Invitrogen®), em fluorébmetro Qubit
(Invitrogen®). RNAs totais (1 pg) foram convertidos em cDNAs utilizando-se o kit
ImProm-II™ Reverse Transcription System (Promega®), sendo estes ressuspensos
em 20 pL. As sinteses de cDNA incluiram uma incubacgéo em termociclador a 42°C for
2 min. em gDNA Wipeout Buffer (para eliminar DNA genbémico), 42°C por 15 min.
(transcrigcéo reversa) e 95°C for 3 min. (inativacdo da enzima). As amostras de cDNAs

foram armazenadas em -20°C até as reacOes de qPCR, cujos 0s ensaios seguiram as
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diretrizes do protocolo MIQE (The Minimum Information for Publication of Quantitative
Real-Time PCR Experiments; BUSTIN et al., 2009).

3.6 DESENHO DE PRIMERS, EFICIENCIA DE AMPLIFICACAO E ANALISES DE
gPCR

Primers para gPCR foram desenhados a partir das ESTs de CoREGs de cana-
de-acucar contendo unitags DE, com ajuda da ferramenta Primer3 (ROZEN e
SKALETSKY, 2000), ajustando-se os parametros de: tamanho do amplicon (70-200
bp), contetdo GC (45-55%), temperatura de dissociacdo (50-80°C), e CG clamp (um).
Os alvos selecionados para primers foram TRAF (BTB/POZ and MATH domain-
containing protein 1), Pseudo-ARR (two-component response regulator ORR9), Rcd1-
like (CCR4-NOT transcription complex subunit 9), IWS1 (probable mediator of RNA
polymerase Il transcription subunit 26¢) e LUH (transcriptional corepressor
LEUNIG_HOMOLOG-Ilike). As especificidades dos amplicons foram analisadas em
curvas de dissociacao geradas entre 65-95°C (20 min.), apés 40 ciclos de qPCR. A
eficiéncia de amplificagédo (E = 10(—1/standard curve slope); RASMUSSEN, 2001) de
cada alvo foi derivada de curvas de calibracao feitas com cDNAs das cultivares, em
diluicdes seriadas (sem diluicdo, 10-1, 10-2, 10-3 e 10-4). As reacdes de qPCR foram
feitas em termociclador LineGene 9660 (Bioer®), utilizando-se SYBR Green como
sistema de deteccéo, e volume final de 10 pL, sendo um pL de cDNA da amostra (10-
1), cinco uL de GoTag® qPCR Master Mix (Promega), dois uL de agua ultra-pura, e
um L de cada primer (0.05 uM). As reagdes de RT-gPCR foram feitas em triplicata
técnica e bioldgica, controle negativo (sem cDNA) e dois genes de referéncia (GAPDH
e aTubulina) devidamente testados para o fim. As reagdes seguiram a seguinte
programacao: desnaturacao inicial a 95°C (2 min.), seguido por 40 ciclos de 95°C (15
s) e 60°C (60 s). Ciclos de quantificagdo (Cq), temperatura de dissociagédo, e
quantificagcdo absoluta e relativa, foram estimados com o software que acompanha o
termociclador. Dados de expressao foram calculados com o software REST (verséo
2.0.13) (PFAFFL et al., 2002).
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4 RESULTADOS

4.1 ESTs CoREG E DISTRIBUICAO EM FAMILIAS

A andlise BLASTn (e-value e 2% com ESTs de cana-de-aglcar (285.216
transcritos, NCBI) e sequéncias (nt/aa) CoREGs da base de dados ITAK (2.067
sequéncias de S. bicolor, Z. mays e O. sativa) resultou em 25.146 alinhamentos
aceitaveis, envolvendo 4.980 ESTs de cana-de-agucar e 1.585 sequéncias CoOREGS,
representantes das 24 familias disponiveis, inclusive o grupo Others. As ESTs
similares as sequéncias CoREGs tiveram as anotacbes comparadas com as de
transcritos RefSeq, em alinhamentos BLASTn (384.975; e-value e~2%), que
envolveram 4.980 ESTs e 25.286 transcritos (de um total de 55.398). A curagem
manual mostrou que 3.800 ESTs corresponderam a 507 potenciais COREGs. Nas
ESTs curadas, todas as 24 familias estiveram representadas, sendo as abundancias
ilustradas na Figura 10a. ESTs com anotacdes divergentes (1.180) foram excluidas
das andlises (Figura 10b). Compondo o grupo Others observou-se cinco anotacdes
diferentes, sendo as mais representativas: LIM domain (147 ESTs), phosphatase 2C
(49 ESTs), Sin3 (46 ESTs), DAl-protein (40 ESTs) e CIA (Chloroplast Import
Apparatus; cinco ESTSs) (Figura 10c). Dentre as 3.800 ESTs codificadoras de COREGs
foram identificadas 449 ESTs de anotagcdo “ndo caracterizada”, mas que foram

consideradas nas demais analises.
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Figura 10 - (a) Distribuicdo das ESTs de cana-de-aclcar nas familias de correguladores oriundas do

iTAK (http://itak.feilab.net/cgi-bin/itak/index.cgi) com anotac¢des confirmadas pelo RefSeq mrna. (c) As

anotacgdes referentes ao grupo de CoREGs néo caracterizado “Others”.
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4.2 CoREGs ASSOCIADOS A unitags HT-SuperSAGE
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Das unitags das quatro bibliotecas HT-SuperSAGE disponiveis (205.975

unitags de 26 pb; KIDO et al., 2012), alinhamentos aceitaveis unitag-EST envolveram

746 unitags em 390 ESTs CoREGs curadas de cana-de-acUcar. Desse montante, 107

unitags (74 CoREGs associados) foram declaradas diferencialmente expressas (DE;

p-value < 0.05) apds 24 h de supressao de rega. Na resposta tolerante (contraste TC;
SD24T vs SDTC), 72 unitags foram induzidas (UR; up regulated) e 35 reprimidas (DR;
down regulated). Na resposta sensivel (contraste SC; SD24S vs SDSC), das 113
unitags DE (86 CoREGS), 61 unitags foram UR e 52 DR (Tabela 2).
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Tabela 2 - Total de unitags HT-SuperSAGE diferencialmente expressas (DE; p-value < 0.05),
associadas a ESTs CoREGs, em raizes de cana-de-agucar apés 24 h de supressao de rega, quando

comparadas a expressao dos respectivos controles irrigados.

Contraste DE UR DR
Tolerante (SD24T vs SDTC) 107 72 35
Sensivel (SD24S vs SDSC) 113 61 52

Bibliotecas: SDT24 (bulk dos quatro acessos tolerantes sob estresse); SDTC (bulk dos quatro
acessos tolerantes sem estresse); SDS24 (bulk dos quatro acessos sensiveis sob estresse); SDSC

(bulk dos quatro acessos sensiveis sem estresse).

Das unitags DE associadas a ESTs CoREGs, 73 foram exclusivas da resposta
tolerante e 79 da sensivel (Figura 11a). Destas 73 unitags, 21 (9 UR, 12 DR) néo
foram detectadas na resposta sensivel. Das detectadas, 52 (37 UR, 15 DR) néo
modularam expressivamente a expressao. Das 79 unitags DEs exclusivas de SC, 14
(8 UR; 6 DR) nao foram detectadas na resposta tolerante, e das detectadas, 65 (34
UR; 31 DR) ndo modularam diferencialmente. Ainda, as duas respostas
compartilharam 34 unitags DE, algumas de regulacdo concordante (13 UR; 02 DR) e
algumas divergentes (13 induzidas para TC e reprimidas para SC; seis reprimidas
para TC e induzidas para SC). Unitags associadas a CoREGs e exclusivas da
resposta tolerante foram 46 UR e 27 DR. Aquelas exclusivas da resposta sensivel
foram 42 UR e 37 DR. Concordantes em ambas as respostas foram 13 unitags
induzidas e duas reprimidas. Adicionalmente, 13 unitags induzidas na resposta
tolerante foram reprimidas na resposta sensivel, enquanto que seis unitags reprimidas

na resposta tolerante foram induzidas na sensivel (Figura 11b).
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Figura 11 - Diagramas de Venn ilustrando unitags exclusivas e compartilhadas entre os dois
bulks de acessos (SD24TvsC[TC] e SD24SvsC[SC]) entre aquelas diferencialmente

expressas (DEs p-value < 0,05) e aquelas induzidas (UR) e reprimidas (DR).
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As unitags associadas a CoREGs e identificadas DE na resposta tolerante
representaram 18 das 24 familias investigadas. As mais abundantes foram AUX/IAA
(33 unitags), SNF2 (17 unitags) e HMG (16 unitags) (Figura 12a). A resposta sensivel
envolveu 20 familias, sendo Aux/IAA (24 unitags), SNF2 (15 unitags) e HMG (16
unitags) também as mais abundantes (Figura 12b). Por sua vez, a familia RB
(SD170902) foi associada apenas a resposta tolerante, enquanto que as familias
Jumonji (SD265694; SD11897; SD252556), mTERF (SD127604; SD74486) e SOH1
(SD190126) foram exclusivas da resposta sensivel. Representante das familias
MED7, TAZ e SWI-SNF/SWI3 ndo foram associadas as unitags DE de nenhuma das
duas respostas (Figura 12). Por outro lado, considerando as unitags UR nas duas
respostas, 16 familias foram observadas na resposta tolerante e 13 na sensivel, sendo
Pseudo-ARR (SD181421; SD6438), RB (SD133947), Rcdl-like (SD194342;
SD262454) e SWI-SNFBAF60 (SD171600; SD171582) exclusivas da resposta
tolerante. Curiosamente, apesar da resposta sensivel ter apresentado menos unitags
induzidas (Tabela 2), estas abrangeram mais familias CoOREG que na resposta
tolerante, na qual houve uma certa concentracdo de unitags UR nas familias AUX/IAA
(28 unitags) e HMG (12 unitags). O numero de familias e respectivos niumeros de

unitags (UR; DR; n.s.; n.d.) nas duas respostas estédo descritos na tabela 3.
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Figura 12 - Distribuicdo das unitags HT-SuperSAGE nas familias CoREG identificadas nas ESTs de
cana-de-acUcar. Em (a) unitags DE (p < 0,05); em (b) apenas as unitags UR.
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Tabela 3 - NUmero de unitags associadas a familias de correguladores em biblioteca HT-SuperSAGE de raizes de acessos contrastantes (tolerante
[SD24TvsSDTC]; sensivel [SD24SvsSDSC]) de cana-de-agucar apos 24 h de supresséo rega. As unitags sao representadas com base na regulacédo detectada
(UR: up regulated; DR: down regulated; n.s.: ndo significativo; n.d.: ndo detectada)

Familia COREG SD24TvsSDTC [UR] SD24SvsSDSC [UR] SD24TvsSDTC [DR] SD24SvsSDSC [DR] SD24TvsSDTC [n.s] SD24SvsSDSC [n.s.] SD24TvsSDTC [n.d] SD24SvsSDSC [n.d.]

ARID 1 0 1 2 9 5 1 5
AUX/IAA 13 17 20 7 86 75 25 45
Coactivator p15 1 3 0 0 8 5 4 5
GNAT 0 2 1 3 27 21 3 5
HMG 11 13 5 3 27 24 12 15
IWS1 2 4 0 2 29 21 9 13
Jumonji 0 1 0 2 14 10 3 4
LUG 1 2 0 1 12 7 2 5
MBF1 4 1 0 2 15 5 1 12
MEDG6 0 1 1 0 1 0
MED7 0 0 0 0 3 3
mTERF 0 1 0 1 7 0
Others 6 2 2 4 24 24 8 10
PHD 2 1 0 2 32 30 13 14
Pseudo ARR-B 1 0 0 5 13 8 4 5
RB 1 0 0 0 3 5 3
Rcd1-like 2 0 1 2 7 9
SET 8 3 0 4 45 40 11 17
SNF2 13 10 4 5 84 66 19 39
SOH1 0 0 0 1 2 0 0 1
SWI/SNF-BAF60b 2 0 0 2 14 15 5
TAZ 0 0 0 0 1 2 1 0
TRAF 3 1 0 3 30 32 14 11
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Com o objetivo de contrastar as respostas dos dois grupos de cultivares, as
unitags DE de cada resposta (contraste TC e SC), tendo se aplicado limiar mais
restringente (p-value < le™*), bem como aquelas em comum aos dois bulks, foram
comparadas por analise de clusterizacdo hierarquica, a partir dos valores FC para
modulacdo da expressao. Das unitags DE da resposta tolerante, comparadas com
respectivos valores da resposta sensivel foi possivel observar quatro grupos (Figura
13a), compostos por: (1) dois COREGs DR da resposta TC, que na resposta SC foram
DR (SD68964) e n.s. (SD253352); (2) cinco CoREGs DR na resposta TC, que na
resposta SC foram UR (SD199965; SD9965; SD248152) e n.s (SD126362;
SD241853); (3) 11 CoREGs UR na resposta TC, que na resposta SC foram UR
(SD173491; SD75455; SD59385; SD250448; SD241225), n.s. (SD86458; SD83929;
SD247912; SD99508) e n.d. (SD59386; SD200083), (4) sete COREGs UR na resposta
TC, que na resposta SC foram DR (SD13696; SD194342; SD256812; SD190458;
SD127612) e n.s. (SD233273; SD169055).

Das unitags DE da resposta SC, que quando comparadas com a modulacdo da
resposta TC, permitiu observar quatro grupos (Figura 13b) compostos por: (1) 10
CoREGs DR na resposta SC, que na resposta TC foram UR (SD127604; SD99594;
SD256812; SD190458; SD127612; SD171600) e n.s. (SD134261; SD22235;
SD213760; SD251379); (2) quatro CoREGs DR na resposta SC, que na resposta TC
foram DR (SD68964) e n.s. (SD109775; SD276121; SD261712); (3) quatro CoOREGs
UR na resposta SC, que na resposta TC foram DR (SD199965; SD9965) e n.s.
(SD248551; SD203589); (4) 10 CoREGs UR na resposta SC, que na resposta TC
foram UR (SD247757; SD241225; SD173491; SD250448), n.s. (SD203660;
SD147790; SD235944; SD154838) e n.d. (SD9966; SD9967).

Das unitags DE da resposta SC, comparadas com sua respectiva resposta DE de
TC permitiu observar quatro grupos (Figura 13c) formados por: (1) CoREG com unitag
DR (SD68964) em ambos os contrastes; (2) trés CoREGs com unitags (SD256812,;
SD190458; SD127612) UR em TC e DR em SC; (3) dois CoREGs com unitags
(SD199965; SD9965) DR em TC e UR em SC; (4) trés CoREGs com unitags
(SD173491; SD250448; SD241225) UR em ambos os contrastes
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Figura 13 - Clusterizacéo hierarquica feita a partir dos dados de modulacédo da expresséo (FC; Fold
Change) nos dois bulks de cultivares, de parte das unitags DE (diferencialmente expressas, p-value
< 0,0001), de acordo com as comparacdes: DE tolerante (SD24TvsC) e respectiva modulagdo no
sensivel (SD24SvsC) (a); DE sensivel e respectiva modulacdo no tolerante (SD24TvsC) (b); DE em

comum aos dois bulks de cultivares (c).

% 2
a b 2 <
wn =
=+ -
o SD253352AUXIAAT| | al o SD127604{0thers _
SDGE9|AUNAA SD134261[HMG
SDI99965[HMG ]| E———
SD9965|AUX/TAA $D22235LUG
SD248152(HMG 2 SD213760[ umonji
SDI26362JAUX/TAA SD256812JPHD 1
SD241853|Others  _ SDI190458|ARID
SDI73491| AUX/IAA| SD127612|0thers
SD75455|SNF2 g SD251379IWS1
. SD39385MBFI SD171600]SWI/SNE-BAF60b,_|
SD86458|AUX/TAA SD68IG4AUX/TAA R
SD250448|AUX/TAA SD109775|AUX/AA
SD241225/HMG 3 SD276121[SWI/SNF-BAF60h |2
SD59386|MBF1 SD261712[IWS1 _
SD200083[HMG SD199965[HMG
SD83929|AUN/IAA . SD248SSIJAUN/IAA
SD247912[HMG . SD203589|Jumonji 3
SD99508/SET | ~ SD%965AUX/IAA
SD233273|PHD SD203660[IWS1 b
SD1690355/SET W SD247757HMG
SD13696/Others SD147790|Coactivator p15
SD194342[Red 1 like SD235944|PHD
SD256812|PHD SD154838]HMG 4
SD190438[ARID SDI96O[AUXIAA
SD127612|Others SD99OT|AUX/IAA

SD241225HMG
SDI73491|AUX/TAA
SD250448|AUX/MTAA

C &}
w
>
|
-
(o]
sDos9edAUNXAAA |
SD256812|PHD
SD190458|ARID 2
SD127612[0thers
SD199965[HMG ]3
[ SD996S|AUN/TAA
SDI73491|AUX/AAA
sp2so4dsjauxasas |4
SD241225HMG 100
2,00
T00
000
-1.00
-2.00

3,00
Fold Change



64

4.3 ENRIQUECIMENTO DE TERMOS GO

Das ESTs CoREGs (74) relacionadas as unitags DE (p < 0,05) da resposta
tolerante (106), em andlise BLASTn (e-value e™2%) contra sequéncias CDS de S.
bicolor (33.971) da base de dados PlantRegMap, observou-se que as 74 ESTs foram
similares a 59 sequéncias CDS de sorgo, das quais 53 apresentavam anotacédo GO.
Igualmente, em andlise BLASTn (e-value e 2%) contra as sequéncias CDS de sorgo,
das 86 ESTs CoREGs relacionadas as 113 unitags DE (p < 0,05) da resposta sensivel,
estes foram similares a 74 sequéncias CDS de sorgo, sendo 70 com anotacao GO.
Termos GO enriquecidos associados as CDS/ESTs com unitags DE da resposta
tolerante foram 204, com destaque nas categorias de Processo Biologico para a “via
de sinalizagédo ativada por auxina” (GO:0009734), “resposta celular ao estimulo da
auxina” (GO:0071365) e “via de sinalizagao mediada por hormonios” (GO:0009755).
Nas categorias de Fun¢do Molecular, os termos enriquecidos abrangeram “ligacéo a
proteina” (GO:0005515), “atividade de histona lisina N-metiltransferase”
(GO:0018024) e ‘“ligacao” (GO:0005488). Para a grande categoria Componente
Celular, o destaque incluiu “nucleo” (GO:0005634), “organela intracelular”
(G0:0043229) e “organela” (G0O:0043226). Por sua vez, na resposta sensivel, os
termos GO enriguecidos, associados as 86 unitags DE (p < 0,05), foram 231. Nas
categorias de Processo Bioldgico, “regulagdo da expressao génica” (GO:0010468),
“regulacao do processo metabdlico de macromoléculas” (GO:0060255), e “regulagao
de processos metabdlicos” (GO:0019222) foram os destaques. Em Funcao Molecular,
os temos mais enriquecidos foram “ligacéo a proteina” (GO:0005515), “atividade de
coativador da transcrigdo” (GO:0003713) e “atividade de cofator da transcrigdo”
(G0:0003712), enquanto que para Componente Celular os termos mais enrigquecidos
foram “nucleo” (GO:0005634), “intracelular” (GO:0005622) e “organela intracelular”
(G0:0043229). Ainda, um total de 150 termos GO enriquecidos foram observados
compartilhados entre as duas respostas. Entretanto, 54 termos GO foram exclusivos
da resposta tolerante, enquanto que 81 termos foram exclusivos da resposta sensivel
(Figura 14a). Dos termos GO exclusivos da resposta tolerante, apenas um (de Funcgao
Molecular, GO:0042800: histone methyltransferase activity [H3-K4 specific]) esteve
entre os dez mais enriquecidos. Da mesma forma, dentre os 81 termos GO

enriquecidos e exclusivos da resposta sensivel, dois termos de Componente Celular
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(G0O:0031519: PcG protein complex; GO:0031248: protein acetyltransferase complex)

estiveram dentre os dez mais enriquecidos.

Similarmente, dos termos GO relacionados as unitags UR e DR nas respostas
TC e SC, 40 foram considerados enriquecidos e compartilhados entre os quatro
subconjuntos. Por sua vez, da resposta TC, 25 termos exclusivos foram associados a
unitags UR, e 14 a unitags DR. J& na resposta SC, sete termos exclusivos foram
associados a unitags UR, e 73 a unitags DR (Figura 14b). Os dez termos GO mais
enriquecidos de cada grande categoria para alvos associados a unitags induzidas e

reprimidas nas respostas TC e SC estdo descritos nas tabelas 4 e 5, respectivamente.

Figura 14 - Diagramas de Venn da distribuicdo de termos GO enriquecidos de alvos associados a
unitags DE nos contrastes tolerante (SD24TvsC [TC]) e sensivel (SD24SvsC [SC]) (a) e aqueles

associados a UR e/ou DR em ambos os contrastes (b).
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Tabela 4 - Termos GO enriquecidos (p < 0,01) associados a unitags DE (p < 0,05) do contraste
tolerante (TC[SD24TvsC]).

Termo id Termo Genes alvo p-value Categoria
GO0:0009755 hormone-mediated signaling pathway B s 9,00E-08 PB
G0:0032870 cellular response to hormone stimulus ] 1.7e-07 PB
GO0:0071495 cellular response to endogenous stimulus B s 1.8e-07 PB
GO0:0070887 cellular response to chemical stimulus M o 3.2e-07 PB
G0:0016568 chromatin modification B s 5,00E-07 PB
GO0:0009734 auxin-activated signaling pathway B s 5.4e-07 PB
G0:0071365 cellular response to auxin stimulus [ | 5 8.3e-07 PB
GO0:0071310 cellular response to organic substance B s 9.1e-07 PB
G0:0006325 chromatin organization B s 2.3e-06 PB
G0:0010468 regulation of gene expression o 13 4.3e-06 PB
G0:0005634 nucleus s 2.7e-08 cc
G0:0043229 intracellular organelle 2o 0.00061 cc
G0:0043226 organelle o 0.00063 cc
G0:0005622 intracellular ) 0.00066 cc
G0:0043231 intracellular membrane-bounded organelle o 0.00116 cc
G0:0043227 membrane-bounded organelle o 0.00118 cc
GO0:0044464 cell part 23 0.00183 cc
G0:0005623 cell 23 0.00206 cc
G0:0044424 intracellular part ez 0.00282 cc
G0:0018024 histone-lysine N-methyltransferase activity [ | 5 1.5e-08 FM
G0:0016278 lysine N-methyltransferase activity B s 4.7e-08 FM
G0:0016279 protein-lysine N-methyltransferase activity B s 4.7e-08 FM
GO0:0042054 histone methyltransferase activity B s 4.7e-08 FM
G0:0005515 protein binding 26 7.3e-08 FM
G0:0008276 protein methyltransferase activity [ | 5 2.1e-07 FM
G0:0008170 N-methyltransferase activity B s 5.8e-07 FM
G0:0005488 binding SN 1.4e-06 FM
G0:0008757  S-adenosylmethionine-dependent methyltransferase activity M 5 6,00E-05 FM
GO0:0042800 histone methyltransferase activity (H3-K4 specific) | 2 8,00E-05 FM
G0:0009734 auxin-activated signaling pathway e 4 6.1e-07 PB
G0:0071365 cellular response to auxin stimulus [ 8.6e-07 PB
G0:0050789 regulation of biological process I 2,00E-06 PB
G0:0065007 biological regulation I 6.5¢-06 PB
G0:0071310 cellular response to organic substance 5 1.7e-05 PB
G0:0080090 regulation of primary metabolic process e 3.3e-05 PB
G0:0031323 regulation of cellular metabolic process [ 3.9e-05 PB
G0:0009733 response to auxin e 4 4,00E-05 PB
G0:0060255 regulation of macromolecule metabolic process G 4.2e-05 PB
G0:0070887 cellular response to chemical stimulus 5 4.4e-05 PB
G0:0044798 nuclear transcription factor complex B 0.00036 CcC
G0:0005667 transcription factor complex B 0.00116 CcC
G0:0005634 nucleus [ ] 0.00197 cc
GO0:0055029 nuclear DNA-directed RNA polymerase complex B 0.00209 CcC
G0:0000428 DNA-directed RNA polymerase complex B 0.0024 CcC
G0:0030880 RNA polymerase complex B 2 0.0024 CcC
G0:1990234 transferase complex M 0.00372 CcC
G0:0061695 transferase complex, transferring phosphorus-containing groups [l 2 0.004 CcC
G0:1902494 catalytic complex M s 0.00934 CC

Genes alvo: quantidade de COREGs com termos GO enriquecidos associados a unitags DEs (p < 0,05) UR (vermelho) e DR (azul)
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Tabela 5. Termos GO enriquecidos (p < 0,01) associados a unitags DE (p < 0,05) do contraste sensivel

(SC[SD24SvsC])).

Termo id Termo Genes alvo p-value Categoria
G0:0006351 transcription, DNA-templated g 3.6e-08 PB
G0:0097659 nucleic acid-templated transcription 4 45e-08 PB
G0:0032774 RNA biosynthetic process 4 45e-08 PB
G0:0034654 nucleobase-containing compound biosynthetic process s 1.8e-07 PB
G0:0009734 auxin-activated signaling pathway B s 2.9e-07 PB
GO0:0071365 cellular response to auxin stimulus B s 4.4e-07 PB
G0:0018130 heterocycle biosynthetic process s 5.7e-07 PB
G0:0009755 hormone-mediated signaling pathway m 6.7e-07 PB
G0:0019438 aromatic compound biosynthetic process 4 1.1e-06 PB
G0:0032870 cellular response to hormone stimulus m 1.2e-06 PB
G0:0005634 nucleus 3 1.2e-05  CC
G0:0031248 protein acetyltransferase complex | 2 0.00082 cC
G0:1902493 acetyltransferase complex | 2 0.00082 cC
G0:0044424 intracellular part T 0.00317 CcC
G0:0005622 intracellular T 0.00454  CC
G0:0005694 chromosome | 3 0.00639 CC
G0:0044464 cell part [ 18 0.0072 cc
G0:0005623 cell - 18 000792  CC
G0:0005515 protein binding I8N 12006 FM
G0:0004596 peptide alpha-N-acetyltransferase activity | 2 0.00029 FM
G0:0003713 transcription coactivator activity | 2 0.00095 FM
G0:0008270 zinc ion binding M o 0.00145 FM
G0:0034212 peptide N-acetyltransferase activity | 2 0.00176 FM
G0:0018024 histone-lysine N-methyltransferase activity | 2 0.00242 FM
G0:0005488 binding ST 0.00262  FM
G0:0016278 lysine N-methyltransferase activity | 2 0.00376 FM
G0:0016279 protein-lysine N-methyltransferase activity | 2 0.00376 FM
G0:0042054 histone methyltransferase activity | 2 0.00376 FM
G0:0060255 regulation of macromolecule metabolic process IS 100E-10 PB
G0:0010468 regulation of gene expression BN 11610 PB
G0:0019222 regulation of metabolic process IS 15609 PB
G0:0050789 regulation of biological process I 3.4e-09 PB
G0:0016568 chromatin modification - 2.2e-08 PB
G0:0010629 negative regulation of gene expression I s 2.5e-08 PB
G0:0065007 biological regulation I 3.1c08 PB
G0:0010605 negative regulation of macromolecule metabolic process o 5,00E-08 PB
G0:2000113 negative regulation of cellular macromolecule biosynthetic process [ I 5.4e-08 PB
G0:0080090 regulation of primary metabolic process . 16! 7.1e-08 PB
G0:0005634 nucleus BB 2.7e08 cc
G0:0031519 PcG protein complex | 2 1.6e-05 cC
G0:0005622 intracellular IZE 49e05 CC
G0:0030015 CCR4-NOT core complex | 2 5.5e-05 CC
G0:0070847 core mediator complex | 2 7.3e-05 cC
G0:0043229 intracellular organelle I 0.1e05 cc
G0:0043226 organelle I 04605 cc
G0:0043234 protein complex 0 0.00015 cc
G0:0044424 intracellular part 2 0.00041 cc
G0:0044451 nucleoplasm part B s 0.00048 cc
G0:0003713 transcription coactivator activity H 1.8e-07 FM
G0:0003712 transcription cofactor activity B s 6.6e-07 FM
G0:0000989 transcription factor activity, transcription factor binding B s 1.2e-06 FM
G0:0000988 transcription factor activity, protein binding B s 2,00E-06 FM
G0:0001104 RNA polymerase Il transcription cofactor activity B s 1.4e-05 FM
G0:0001076 transcription factor activity, RNA polymerase Il transcription factor binding B s 1.5e-05 FM
G0:0005515 protein binding IGEIN 2,00E-05 FM
G0:0001191 transcriptional repressor activity, RNA polymerase Il transcription factor binding [l 2 4.1e-05 FM
G0:0003677 DNA binding e 400E-04 FM
G0:0003727 single-stranded RNA binding | 2 0.0013 FM

Genes alvo: quantidade de CoREGs com termos GO enriquecidos associados a unitags DEs (p < 0,05) UR (vermelho) e DR (azul)
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4.4 ENRIQUECIMENTO DE FTs

Considerando as 74 ESTs com unitags DE (p < 0,05) da resposta tolerante,
foram previstas 666 regulacdes entre 159 FTs e potenciais promotores de 57 COREGs
(alvos). Dos FTs, dez foram considerados super-representados, envolvendo um total
de 90 regulacbes. Da mesma forma, da resposta sensivel foram previstas 1.213
regulacdes entre 177 FTs e 74 CoREGs alvos. Destes FTs, 28 foram considerados
super-representados, envolvendo 481 regulacdes. Dos FTs super-representados para
alvos associados a unitags DE da resposta tolerante, a familias com mais regulacées
preditas foram C2H2 (dois FTs; 40 regulacdes) e TALE (um FT; 24 regulacdes).
Similarmente, na resposta sensivel, as familias de FTs com mais regulacdes preditas
foram ERF (13 FTs; 318 regulacdes), C2H2 (trés FTs; 59 regulacdes) e TALE (um FT;
38 regulacdes). As familias de FTs super-representados em numeros de regulacdes
preditas estdo descritos na tabela 6 e representados na figura 15.

Figura 15 - Familias de FTs super-representados na analise de enriquecimento (p-value treshold <

0,01), considerando as unitags DE (p < 0,05) da resposta tolerante (a) e sensivel (b), de cana-de-agucar

(quatro acessos cada), apés 24h de supresséao de rega.

HSF MYB_related
WOX
Trihelix
a MYB_related
MYB - C2H2
NAC
MADS
TALE
bHLH C2H2 bHLH
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Tabela 6 - Fatores de transcricdo super-representados e seu nimero de regulacdes preditas para

potenciais genes de correguladores associados a unitags DE (p-value < 0,05) da resposta tolerante

(SD24TvsC) e sensivel (SD24CvsC).

FT Descricdo Regulacfes (SD24TvsC) Regulagdes (SD24Svs C)
Sobic.008G014801 C2H2 20 27
Sobic.009G024400 C2H2 20 27
Sobic.001G106200 TALE 24 38
Sobic.004G281000 MIKC_MADS 5 6
Sohic.003G034300 MYB_related 6 8
Sobic.002G251700 NAC 3 *
Sobic.003G329500 bzIP 2 *
Sobic.010G051800 bHLH 3 *
Sobic.002G258000 MIKC_MADS 5 *
Sobic.003G352200 MYB 2 *
Sobic.001G486800 ERF * 28
Sobic.001G034300 Dof * 14
Sobic.006G167800 ERF * 29
Sobic.001G297500 MYB_related * 8
Sobic.002G069166 ERF * 26
Sobic.009G103800 ERF * 19
Sobic.009G184300 ERF * 24
Sobic.003G027000 MIKC_MADS * 8
Sobic.002G411000 ERF * 24
Sobic.006G156100 ERF * 25
Sobic.006G168000 ERF * 27
Sobic.003G012800 ERF * 28
Sobic.002G375400 ERF * 14
Sobic.001G243000 HSF * 4
Sobic.001G158900 bHLH * 4
Sobic.006G065800 Trihelix * 2
Sobic.004G073100 ERF * 24
Sobic.001G242900 C2H2 * 5
Sobic.002G421800 WOX * 6
Sobic.008G021800 NAC * 2
Sobic.001G361100 HSF * 4
Sobic.004G159500 ERF * 24
Sobic.009G233100 ERF * 26

* fatores de transcricdo que ndo foram preditos para regular alvos em TC ou SC
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Na resposta tolerante, 17 familias de FTs foram associadas a alvos COREGs
com unitags UR, sendo as mais representativas ERF (11 FTs), TALE (sete FTs) e
GRAS (cinco FTs). Para os alvos COREGs de unitags DR, cinco familias de FTs se
destacaram, sendo as mais representadas TALE (seis FTs) e Dof (quatro FTs). Na
resposta sensivel, 13 familias de FTs foram associadas a alvos COREGs com unitags
UR, sendo as mais representadas ERF (10 FTs), Dof (10 FTs) e TALE (cinco FTs).
Para os alvos CoREGs associados a unitags DR, nove familias de FTs foram
identificadas, sendo as mais representadas ERF (14 FTs), TALE (sete FTs) e Dof

(cinco FTs).

Adicionalmente, comparando os FTs enriquecidos (mas nao super-
representados) das duas respostas, observa-se que a maioria dos FTs enriquecidos
(147) foram comuns as duas respostas. Estes FTs abrangeram 30 familias, sendo as
mais representadas ERF (29 FTs), NAC (16 FTs) e MYB (10 FTs). A resposta tolerante
apresentou 12 FTs enriquecidos exclusivos, de sete familias: bZIP (trés FTs), HD-ZIP
(um TF), CPP (um TF), MYB (trés FTs), MIKC_MADS (um TF), SBP (dois FTs) e NAC
(um TF). Da mesma maneira, a resposta sensivel apresentou 30 FTs exclusivos
(Figura 8), de 14 familias: NAC (cinco FTs), WRKY (quatro FTs), BES1 (dois FTs),
ARR-B (dois FTs), bHLH (trés FTs), MYB (quatro FTs) SBP (um FT), bZIP (dois FTs),
EIL (um FT), WOX (um FT), ARF (um FT), Trihelix (dois FTs), ERF (um FT) e C2H2
(um FT).

4.5 GENOMICA ESTRUTURAL: PROSPECCAO DE LOCI ASSOCIADOS A
CoREGs EM GENOMAS DE GRAMINEAS

Dos alinhamentos BLASTn (e-value e ~19), das ESTs CoREGs com dominios
confirmados contra transcritos de sorgo (Sbicolor 313 v3.1.transcript), milho
(Zmays_284 5Sb+transcript) e arroz (Osativa_323 v7.0.transcript), foi possivel
identificar, por similaridade, cerca de 320 loci em sorgo (235 CoREGs similares), 489
em milho (238 CoREGS) e 219 em arroz (196 CoREGS) (Tabela 6). As trés espécies,
sorgo, milho e arroz, compartilharam 83 ESTs CoREGs (de 19 familias) associadas a
loci (Figura 16b). ESTs relacionadas a loci exclusivos em cada espécie foram também
observados, sendo 71 exclusivas em sorgo (17 familias CoREG), 69 em milho (14

familias CoREG) e 54 em arroz (16 familias CoREG). Outros compartilhamentos de
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sorgo incluiram: com milho, 63 ESTs (18 familias COREG) e com arroz, 36 (13 familias
CoREG). Milho e arroz compartilharam 23 ESTs associadas a loci CoOREG de 11
familias (Figura 16b).

Em sorgo, as familias CoOREG com mais loci identificados foram TRAF (64),
SET (51) e SNF2 (35). Nos cromossomos, aqueles com maiores nameros de loci
observados foram Sb1l (75 loci; 56 CoREGS), Sb2 (37 loci; 36 CoREGS) e Sb3 (35
loci; 32 CoREGS) (Tabela 7; figura 16a). Em milho, as familias COREG com mais loci
foram Aux/IAA (83), SNF2 (54) e Others (43), e os cromossomos com mais loci foram
Zm4 (67 loci; 61 CoREGS), Zm6 (67 loci; 37 CoREGS), Zm1 (64 loci; 39 COREGS) e
Zm2 (60 loci; 37 CoREGS) (Tabela 7; figura 16a). Em arroz, as familias CoREG com
mais loci foram SNF2 (33), TRAF (33), Aux/IAA (29) e GNAT (19), e 0s cromossomos
com mais loci foram Os3 (36 loci; 34 CoREGS), Os1 (24 loci; 24 CoREGS) e Os6 (23
loci; 23 CoREGS) (Tabela 7; figura 16a).

Figura 16 - Quantidade de loci associados a correguladores em S. bicolor, Z. mays e O. sativa (a).
Diagrama de Venn ilustrando o compartilhamento entre ESTs de cana-de-acUcar associadas a loci

correguladores entre S. bicolor, Z. mays e O. sativa (b).
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Tabela 7 - Namero de loci relacionados a CoREGs por espécie (sorgo, milho e arroz) e por familia
CoREG identificada.

NUmero de loci

Familia CoREG S. bicolor Z. mays O. sativa
ARID 5 4 4
AUX/IAA 34 82 29
Coactivator 2 5 3
GNAT 23 34 19
HMG 9 21 8
WS1 10 15 8
Jumoniji 4 8 2
LUG 7 8 6
MBF1 3 16 2
MEDG6 1 3 1
MED7 1 9 1
MTERF 26 22 14
Others 10 43 10
PHD 14 15 11
Pseudo 2 1 2
RB 4 8
Rcd1-like 3 11
SET 51 42 19
SNF2 35 54 33
SOH1 2 3 2
SWI/SNF-BAF60b 7 8 6
TAZ
TRAF 64 74 33
Total 320 489 219

4.5.1 Identificacdo de CoREGs ortologos em gramineas

Resultados de Bidirecional Best-Hit (BBH) ou reciproco permitiram identificar
em sorgo 198 CoREGs ortdlogos de cana-de-agucar. Similarmente, para milho e arroz
foram identificados, respectivamente, 187 e 158 ortélogos de genes CoREG de cana-
de-aclcar. Andlise BLASTp (e-value e~1%) com proteinas dos 198 ort6logos CoREG

de sorgo, contra o proteoma de milho (Zea mays ID: 12 [assembly B73 RefGen_v4])
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e de arroz (Oryza sativa Japonica Group ID: 10 [assembly Build 4.0]) ilustraram os
ideogramas circulares da figura 9. Na comparac¢ao sorgo com milho, os cromossomos
com maiores niveis de microssintenia foram Sb1l e Zm1 (23 loci; 13 familias CoREG),
Sbh2 e Zm7 (14 loci; 12 familias CoREG), Sh3 e Zm3 (11 loci; 10 familias COREG)
(Figura 17a). Na comparagcdo sorgo com arroz, niveis mais altos de microssintenia
envolveram os cromossomos Sb1l e Os3 (23 loci; 11 familias COREG), Sb3 e Os1 (20
loci; 10 familias COREG), Sh4 e Os2 (17 loci; 11 familias CoOREG) (Figura 17b).
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Figura 17 - Ideogramas circulares construidos a partir dos dados de localizagdo cromossdmica de genes correguladores ortélogos entre sorgo

e cana-de-acucar nas comparagdes (via BLASTp e-value e~1%) sorgo com milho (a) e sorgo com arroz (b).
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4.6 VALIDACAO DA EXPRESSAO GENICA POR RT-gPCR

Resultados de validacdo pela RT-gPCR, da expresséo génica de cinco genes
CoREGs, envolveram diferentes processos: ubiquitinagcdo de proteinas (TRAF);
transducédo de sinal por fosforilacdo (phosphorelay) (Pseudo-ARR); degradacao de
MRNA (Rcdl-like); regulacdo da transcricdo dependente de RNA polimerase I
(IWS1); modificacdo de histonas (LUH). As curvas de dissociacao evidenciaram
apenas um produto amplificado a partir de cada par de primer (Anexo A), enquanto
que as curvas geradas, utilizando diluicdes seriadas do pool de cDNAs de raizes das
plantas com ou sem estresse, permitiram estimar as eficiéncias de amplificacédo
(Anexo B), que apresentam variacfes aceitaveis, dentro do esperado pelo protocolo
MIQE (BUSTIN et al., 2009). Os alvos selecionados tiveram suas expressdes
validadas independentemente para cada cultivar (tolerante e sensivel). De forma
geral, os resultados de gPCR, validando expressdes observadas in silico nas analises
de HT-SuperSAGE, evidenciaram as diferencas entre as cultivares (Tabela 8). Assim,
os resultados para BPM1 (SD221142; FCror, = 3,179) mostraram inducdo pelas
cultivares tolerantes SP83-2847 e SP83-5073; a inducdo para ORR9 (SD6438;
FCro, = 2,782) foi validada pela cultivar tolerante SP83-2847; a inducao para Rcdl-
like (SD194342; FCroL= 2,628) foi confirmada pelas cultivares tolerantes SP83-2847
e SP83-5073; a indugdo para IWS1 (SD23099;FCtqr = 5,563), pelas cultivares
tolerantes SP83-2847 e CTC6, e a inducéo para LUH (SD23621; FCro, = 4,027), pela
cultivar tolerante SP83-5073.



Tabela 8 - Dados de expresséo in silico dos candidatos selecionados de unitags HT-SuperSAGE de

cana-de-acUcar expressas pelos bulks de cultivares contrastantes (tolerante e sensivel) e respectivas

expressdes obtidas via RT-qPCR, em raizes apds estimulo (24 h de supresséo de rega).

Método TRAF  PseudoARR Rcd1l LUG IWS1
HT-SuperSAGE
Bulk tolerante 3,18*/ UR 2,78* UR 2,62*/ UR  4,03*/ UR 5,56* / UR
Bulk sensivel 1,76*/n.s. -1,06*/DR  -2,06*/ DR 1,05* n.s. 3,95*/ n.s.
RT-gPCR”
Acessos
tolerantes
CTC6 0,696/n.s. 0,804/n.s. 1,786/ n.s. 1,072/ n.s. 2,744/ UR
CTC15 1,206/ n.s. 0,332/ DR 0,787/ n.s. 1,541/ n.s. 0,775/ UR
SP83-2847 1,522/ UR 1,617/ UR 1,685/ UR 1,633/ n.s. 1,914/ UR
SP83-5073 2,802/ UR 1,497/ n.s. 3,784/UR 2,589/ UR 2,839/ UR
Aces;o;
sensiveis
CTC9 1,337/n.s. 1,311/ n.s. 0,808/ n.s. 1,230/ n.s. 1,093/ n.s.
CTC13 7,310/ n.s. 7,322/ UR 9,628/UR 8,261/ UR 9,390/ UR
SP90-1638 0,552/n.s. 0,736/n.s. 0,848/ n.s. 0,755/n.s. 0,864/n.s.
SP90-3414 1,991/ n.s. 1,417/ n.s. 1,714/ n.s. 1,909/ n.s. 2,557/ UR




77

5 DISCUSSAO

CoREGs séo proteinas que atuam de forma a regular a expressdo génica,
porém de maneira indireta, ndo se ligando as regides promotoras dos genes-alvo
como os fazem os FTs, mas atraves de interacdo proteina-proteina (a maior parte das
familias CoREGs atuam desta forma), modificacbes covalentes nas caudas de
histonas, e remodelagem da cromatina. Este trabalho constitui o primeiro ao abordar
0 CoREGoma (conjunto de CoOREGS) de cana-de-acucar, em raizes apos 24 horas da
supressdo da rega. No geral, ndo houve diferencas marcantes no total de familias
CoREG associadas as unitags DE (p-value < 0,05) detectadas em cada resposta
(tolerante: 18 familias; sensivel: 20 familias). Entretanto, o nimero de unitags DE
associadas aos CoREGs foi mais abundante na resposta sensivel, ao passo que
aguelas de expressdo UR foi mais expressiva na resposta tolerante, o que poderia
indicar uma maior sensibilidade na detec¢éo e gerenciamento do estresse. Entretanto,
os dados justificam uma analise conjunta dos acessos contrastantes, visando obter o
méaximo de informacédo das respostas destes acessos frente ao estresse (DA SILVA
et al., 2017).

A clusterizagdo hierarquica permitiu identificar um maior nimero (18) de
transcritos COREGs associados a unitags UR (p < 0,0001) da resposta tolerante, com
modulacdo pouco expressiva ou mesmo contrastante na resposta sensivel. Mesmo
padréo foi observado com as unitags UR (p < 0,0001) da resposta sensivel, entretanto,
0 numero dessas unitags UR (14) foi menor que aquelas da resposta tolerante (UR),
indicando menor mobilizag&do destes na resposta sensivel. O inverso foi observado ao
se considerar as unitags DR (p < 0,0001) da resposta tolerante, cujo o numero de
unitags (sete) foi menor que as 14 unitags DR (p < 0,0001) de modulacdo pouco
expressiva ou contrastante com a resposta tolerante. Se a regulacdo UR for favoravel
na resposta ao estresse, 0os acessos do bulk tolerante levariam vantagens no

gerenciamento e minimizacdo dos danos decorrentes do estimulo aplicado.

A analise de enriguecimento de termos GO (p <0,01), associados aos CoREGs
DE (p < 0,05) identificou nas duas respostas termos caracteristicos das atividades de

Mk LT

um corregulador, como “modificagdo da cromatina”, “ligacao a proteina”, “atividade de

histona metiltransferase”, “atividade de co-fator da transcrigcdo”, “ntcleo” dentre outros.

Outros termos destacados, como exemplo “via de sinalizacéo ativada por auxina”, “via
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de sinalizagdo mediada por horménio”, foram exclusivos da resposta tolerante. Estes
termos associados com resposta a fitorregulador, provavelmente, estiveram
associados a CoREGs da familia Aux/IAA, que deteve o maior numero de unitags DE
da resposta tolerante. Estas proteinas funcionam para reprimir a sinalizagéo da auxina
através da dimerizacdo com ARFs (Auxin Responsive Factor) (TIWARI et al., 2001).
A expresséao de alguns genes desta classe de proteinas € induzida pela auxina, sendo
0 seu acumulo sujeito a feedback negativo: Aux/IAA entram em declinio (via complexo
SCFTIRL) apos exposicdo a auxina, permitindo o acréscimo da transcricdo de genes
responsivos a auxina e, portanto, garantindo a resposta transiente a este fitoregulador
(KORASICK et al., 2014). Os membros desta familia foram mais associados a unitags
DR na resposta tolerante, enquanto que na resposta sensivel foram mais UR, exibindo
uma divergéncia de expressao. Outro termo GO enriquecido foi “ligagao ao DNA”, que
talvez nao fosse esperado, considerando que CoREGs ndo possuem habilidade de se
ligar ao DNA. A presenca deste termo pode ser explicada pela atuacdo da familia
HMG, que foi a segunda mais associada a unitags DE nas duas respostas. Estas
proteinas atuam modificando a estrutura da cromatina, permitindo que FTs se liguem
a promotores e enhancers, o que faz com que estas proteinas sejam usualmente
consideradas como ‘FTs arquiteténicos’. As HMGs competem com a histona H1 pela
ligacdo ao DNA de ligacdo para tornar a cromatina acessivel a ligacdo de FTs
(REEVES, 2010; MALLIK et al., 2018), dai a presenga do termo “ligagdo ao DNA”.

No geral, os termos GO enriquecidos entre CoOREGs com unitags da resposta
tolerante ou sensivel ndo exibiram muitas diferencas. Entretanto, foi observado um
maior numero de termos GO exclusivos associados a CoOREGs com unitags DE da
resposta sensivel, porém, para este contraste foi observado que a maioria dos termos
exclusivos estavam associados a CoREGs com unitags DR, enquanto que a resposta
tolerante , apesar de apresentar menos termos GO exclusivos, apresentou um maior
namero de termos associados a CoREGs com unitags UR. Logo, a analise de
enriqguecimento GO confirmou que as anotacdes para os CoREGs identificados estao
condizentes com a atuacdo do grupo e que a resposta tolerante foi mais associada

aos CoREGs induzidos.

A andlise de enriquecimento de FTs predisse FTs com mais regulacdes (e
guantidade de CoREGs alvos) associados a unitags DE da resposta sensivel, bem

como, os FTs declarados super-representados. Desses, a familia ERF respondeu pela
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maior parte (66,11%) das regulacdes preditas de COREGs com unitags DE, ndo sendo
predita nenhuma regulacao de FTs desta familia com CoREGs associados a unitags
DE da resposta tolerante. TFs ERF s&o exclusivos de plantas e pertencem a grande
familia AP2/ERF (RIECHMMAN et al., 2000). Estas proteinas podem atuar de forma
positiva ou negativa, sendo capazes de se ligar a promotores de genes responsivos
ao etileno (que incluem GCC box e DRE/CRT), possuindo, ainda, a habilidade de
canalizar a sinalizacdo pelo etileno até um conjunto de genes requeridos para
processos de desenvolvimento normais, e respostas a estresses abidticos, como
seca, salinidade e calor (PIRRELLO et al., 2012, CHENG et al., 2013). Outras familias
de FTs super-representados e exclusivas da resposta sensivel foram Dof (DNA
binding with one finger), Trihelix (helix-loop-helix-loop-helix), HSF (Heat Stress
Transcription Factors ) e WOX (WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX), todas
envolvidas em importantes processos de desenvolvimento, como por exemplo
controle da morfogénese de o6rgaos florais, maturacdo da semente, germinacdo e
também uma série de respostas a estresses abibticos (YANAGISAWA, 2004; GUPTA
et al., 2016; DOLZBLASZ et al., 2016; GUO et al., 2016).

Comparando os TFs preditos na regulacdo de CoREGSs associados as unitags
DE das duas respostas se observou que apesar da resposta sensivel ter apresentado
maior nimero de TFs exclusivos, a maior parte (23) destes esteve associada a
CoREGs com unitags DR, enquanto que dos TFs preditos regulando CoREGs
exclusivamente da resposta tolerante, a maioria (09) esteve associada a CoREGs com
unitags (UR). Isto pode indicar que os correguladores sdo mais requisitados nos
acessos tolerantes, ao menos na resposta inicial ao estimulo analisado (24 h de

supresséao de rega).

A analise de gendmica comparativa entre ESTs de COREGs de cana-de-agucar
com dominios confirmados e transcritos de gramineas taxonomicamente relacionadas
a cana-de-acucar permitiu identificar genes similares compartilhados entre os trés
genomas, bem como genes taxonomicamente restritos. Apesar do milho ser mais
distante evolutivamente da cana-de-agucar, quando comparado com sorgo (Soreng et
al., 2015), uma maior quantidade (489) de loci associados a CoREGs foi observado
nesta espécie, provavelmente decorrente do maior tamanho do genoma de milho
(média de 2.171.65 Mb), em comparacado a sorgo (666.155 Mb) e arroz (382.389 Mb).

No entanto, estes loci estiveram associados a apenas 238 CoREGs.Alguns
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Cromossomos apresentaram um maior namero de loci relacionados, o que também

pode ser decorréncia do maior tamanho destes cromossomos.

Na identificacdo de possiveis ortblogos CoREGs, a metodologia BBH
(Bidirecional Best-Hit) identificou pares de genes que sao reciprocamente mais
semelhantes entre si ao considerar todos os genes dos organismos (TATUSOV et al.,
1997). Assim, sendo ortologos definidos como genes em espécies com ancestral
comum, e que evoluiram apenas através de eventos de especia¢do, as sequéncias
CoREGs compartilhadas (121) sédo provaveis ortélogos nestas espécies (TATUSOV
et al., 1997; FANG et al., 2010). Conforme esperado, sorgo apresentou mais genes
ortélogos com cana-de-acucar (198), quando comparado com milho (187) ou arroz
(158), que sdo mais distantes taxonomicamente. Além dos potenciais ort6logos,
sequéncias CoREGs restritas as espécies analisadas (sorgo [18]; milho [33]; arroz
[15]) podem indicar eventos de duplicacdes génicas ao longo do tempo evolutivo. Por
sua vez, a maior microssintenia observada entre sorgo e arroz, pode ser devida as
quantidades similares de eucromatina presente nos genomas destas espécies, bem
como a densidade génica e a ordem dos genes (PATERSON et al., 2009). Ainda, a
abundéancia de loci observada em alguns cromossomos, bem como o agrupamento
de loci apresentado nas extremidades dos cromossomos de sorgo e alguns de milho
(Zm2, Zm3 e Zm7) e arroz (Os6, Os4 e Os6), pode indicar potenciais regides de QTLsS
(Quantitative Trait Loci), Uteis para exploragdo em mapeamentos genéticos e selecao

assistida por marcadores (KIDO et al., 2013).

5.1 PANORAMA DA EXPRESSAO POR gPCR DE ALVOS CoREGs E PROVAVEIS
ATUACOES EM PLANTAS SOB ESTRESSE

e Degradacao de proteinas: via ubiquitinacdo (TRAF-BPM1)

A ubiquitinacdo de proteinas € uma das modificagbes pos-traducionais mais
relevantes na regulacdo de uma variedade de processos intracelulares, como
interacdo proteina-proteina, regulacdo alostérica e degradacédo proteossomal. Um
gene que codifica um adaptador substrato especifico do complexo E3 ubiquitin-protein
ligase (CUL3-RBX1-BTB), gene BPM1 (MATH domain-containing protein 1), que
apresenta dominios BTB/POZ, e que medeia a degradacéo de proteinas alvo, teve a

expressdo validada por RT-gPCR, e a inducdo confirmada para as cultivares
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tolerantes SP83-2847 e SP83-5073. O dominio BTB/POZ é altamente conservado, e
presente em eucariotos e alguns virus (AHMAD et al.,, 1998). Outros dominios
caracteristicos de interacdo proteina-proteina, tais como ARMADILLO, ANKYRIN e
MATH (meprin e TRAF [receptor associado ao fator de necrose tumoral] homdlogo)
podem ser encontrados combinados com BTB/POZ, evidenciado atuacfes variadas
em processos bioldgicos (WEBER et al.,, 2005). Em plantas de Arabidopsis essas
proteinas interagiram, via ensaio duplo hibrido, com FTs de resposta ao etileno
(ERF/AP2), um regulador de respostas a estresses ambientais (WEBER e
HALLMANN, 2009). Os autores levantaram que as BPMs (proteinas BPM1 e BPM4,
as quais foram exclusivamente induzidas pela seca, em culturas em placas de Petri
expostas ao ar por 6 h) se ligaram a ERF/AP2, influenciando na ligagéo deste ao DNA,
e posteriormente acarretando na degradacéo via proteassomo. Também em plantas
de Arabidopsis, LECHNER et al., (2011) observaram a interacao, via ensaio duplo
hibrido, de BPMs com o FT ATHBG (ziper de leucina homeobox classe ), um regulador
negativo de resposta ao ABA e chave nas respostas de plantas a estresses abidticos.
Plantas com BPMs silenciadas (via insercbes T-DNA e miRNAs atrtificiais) e de
expressdes reduzidas mostraram alteracdes fenotipicas de crescimento e reproducao.
Quando a fungdo do complexo CUL3BPM foi diminuida, através de um inibidor de
proteassomo, houve acimulo de ATHB6 e reducéo do crescimento e fertilidade, bem
como, comprometimento do comportamento dos estdbmatos, evidenciando atuacéo

em células guarda, durante condi¢des de estresse.
e Transducéo de sinal por fosforilacdo (Pseudo ARR-B/RR9)

Proteinas ORR9 (RR9) fazem parte do chamado sistema de dois componentes,
gue é constituido por uma histidina quinase (HK — que recebe o sinal) e um regulador
de resposta (RR — que amplia o sinal via fosforilagéo His->Asp, e regula a expresséo
dos genes alvo) (HWANG et al., 2002). No presente trabalho, um potencial gene
regulador de resposta ORR9 (two-component response regulator ORR9), teve a
expressédo validada por RT-gPCR, com indugéo pela cultivar tolerante SP83-2847.
Genes do sistema de dois componentes ha tempos tém sido associados a respostas
a estresses abidticos, atuando em redes de regulacdo génica associadas a FTs, como
MYB (myeloblastosis) e ERF (ethylene-responsive element binding factor)
(RASHOTTE et al., 2006; DORTAY et al., 2007). Relacionados ao sistema de dois

componentes, THU et al., (2015) avaliaram por gPCR a expressao de genes HK (11)
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e RR (15), em raizes de dois gendtipos de soja contrastantes a seca [tolerante (DT51)
e sensivel (MTD720)], sob supressdo de rega por 15 dias, e plantas regadas
diariamente. Quatro reguladores de resposta (GmRRO04, 17, 34, e GmPRR39)
exibiram altos niveis de expressdo na cultivar tolerante em relacdo a sensivel. Os
autores destacaram uma provavel atuacdo destes genes na tolerancia de DT51, e
uma correlacdo positiva entre 0 niumero de genes associados a este sistema e
induzidos pela seca e a capacidade de tolerancia. A busca por elementos cis nas
regibes promotoras dos genes estudados detectou elementos responsivos a seca e
ao ABA, gue incluiram ABRE1 (ABA responsive element 1), ABRE2 (ABA responsive
element 2), MYBR (MYB recognition site), MYCR (MY C recognition site) e NACR (NAC
recognition site). Em plantas de Cicer arietinum, AHMAD et al., (2019) observaram
expressdo aumentada (QPCR) de dois reguladores de resposta (CarRR2 e CarRR12),
em folhas de plantas submetidas a supressédo de rega por 10 dias, em relacdo as

plantas irrigadas, evidenciando o envolvimento destes em resposta a seca.

e Degradacdo de mRNA (Rcdl-like: CCR4-NOT transcription complex subunit
9)

Proteinas CCR4 compdem o complexo CCR4-NOT, que atua no processo de
deadenilacdo de mRNAs (encurtamento da cauda poli-A), conduzindo a molécula a
subsequente degradacéo, via atividade de enzimas em complexos de deccaping e
exosomo, constituindo assim em uma importante etapa na regulacdo da expressao
génica em eucariotos (THARUN e PARKER 2001; BELOSTOTSKY e SIEBURTH
2009). Duas unidades cataliticas constituem o complexo CCR4-NOT: CCR4 (carbon
catabolite repressor 4) e CAF1 (CCR4 associated factor 1). Em arroz, CAF1 interage
com NOT1, conectando-o com CCR4, garantindo a funcéo do complexo (CHOU et al.,
2017). No presente trabalho, um provavel gene codificador de subunidade do
complexo CCR4-NOT mostrou-se induzido (RT-gPCR) pelas cultivares tolerantes
SP83-2847 e SP83-5073 ap6s o tratamento aplicado. Componentes do complexo
CCR4-NOT ja foram associados com respostas a estresses em plantas. Em Citrus
sinensis, SHIMO et al., (2019) verificaram via gPCR que a expressao do gene CsCAF1
foi induzida apos 24 e 48 h de inoculagdo de Xanthomonas aurantifolii em folhas. O
aumento de expressao foi correlacionado com o decréscimo na expressao de CsLOB1
(Lateral Organ Boundaries 1), o gene para susceptibilidade a necrose em citrus. Os

autores observaram também que um inibidor da atividade de CsCAF1 (derivado de
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pirazolo [4,3-d]-pirimidina) ocasionou um aumento significativo na formacao de Ulceras
nas folhas da planta. Em Arabidopsis, a proteina AtCCR4 interagiu, via BiFC, com
proteinas Pumilio (APUMS5 e APUM2), as quais possuem dominio de ligagdo ao RNA,
nao existente em AtCCR4 (ARAE et al., 2019). APUMS5 foi reportada em respostas a
estresses abioticos. HUH e PAEK (2014) relataram que o promotor de APUMS5 possui
elementos de resposta ao ABA (ABFs binding motif, ABREATRD22) e elementos de
reconhecimento de MYB (MYB4 binding motif, MYB1AT), comumente encontrados em
genes estresse-responsivos. Os mesmos autores também observaram que plantas de
Arabidopsis superexpressando APUM5 (35S-APUMDb) exibiam fenétipo hipersensivel
a seca (irrigacao suspensa por 14 dias), ao sal (150 mM de NaCl) e ABA exdgeno (0.5
MM e 0.7 uyM), enquanto que as plantas nocauteadas (APUM5-RNAI) foram mais
tolerantes a estes tratamentos quando comparadas as plantas selvagens (Col-0).

e Regulacao datranscricdo dependente de RNA polimerase Il (IWS1)

A familia IWS1 compreende o chamado complexo mediador, que em plantas
possui 34 subunidades, e que atua como um coativador na regulagéo de quase todos
0s genes dependentes da maquinaria transcricional de RNA pol Il. As proteinas
relacionadas formam uma ponte entre a maquinaria da transcri¢cao e outras proteinas
regulatérias especificas, auxiliando na montagem do complexo de pré-iniciacao
(CONAWAY e CONAWAY, 2011). No presente trabalho, um provavel gene para a
subunidade 26¢ do complexo mediador teve a inducdo validada pelas cultivares
tolerantes SP83-2847 e CTC6 apds a supressao de rega. Alguns componentes do
complexo mediador j& foram associados a estresses ambientais. HEMSLEY et al.,
(2014) avaliaram o papel de SFR6/MED16 na expressao de genes responsivos ao
frio. Os autores observaram em plantas de Arabidopsis superexpressando CBF1 (C-
repeat binding factor 1), que induz a expressao de genes regulados pelo frio (COR),
que os genes KIN2 e GOLS3 (alvos de CBF1) tinham expressdo constitutiva em
plantas selvagens Col-0, e n&o foram expressos no mutante nulo sfr6-1. Os autores
também mostraram que os mutantes sfr6-1, med2 e med14 falharam na aclimatagéo
ao frio (duas semanas a 5 °C) quando comparadas as plantas selvagens, indicando
que estas plantas provavelmente ndo expressavam genes COR, e que estas
subunidades do complexo mediador seriam requeridas durante a aclimatacao ao frio.
PTF1/MED25 também é uma subunidade do complexo mediador e est4 associada ao

desenvolvimento de raizes, fator determinante na aquisicio de Aagua e
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consequentemente de tolerancia a estresses. RAYA-GONZALEZ et al., (2014)
verificaram que plantas de Arabidopsis superexpressando MED25 tinham raizes
primarias menores que a planta selvagem, enquanto que os mutantes ptfl exibiam
aumento no namero e tamanho de raizes laterais. Eles observaram também que a
expressdo do marcador responsivo a auxina (DR5:uidA) foi mais forte em ptfl,
indicando que MED25 controla a formacédo de raizes por regular a sinalizacado da
auxina, fitorregulador que atua diretamente neste processo. SUNDARAVELPANDIAN
et al., (2013) também mostraram que mutantes de Arabidopsis pftl tiveram as
peroxidases da classe Il altamente reprimidas (dados de microarray confirmados por
gPCR), e mostraram também um decréscimo no nivel de H,0, e um acréscimo de O35
nas raizes de ptfl em relacdo a planta selvagem, evidenciando que PTF1/MED25 atua

mantendo o balanco de ROS em raizes de Arabidopsis.

e Modificagdo de histonas: (transcriptional corepressor LEUNIG_HOMOLOG-
like [LUH])

As proteinas LUH (homodlogas de LUG) sdo membros da familia de COREGs
transcricionais Gro/Tupl, as quais ndo possuem capacidade de ligagcdo ao DNA, mas
exercem suas funcdes recrutando proteinas especificas via interagdo proteina-
proteina (COUREY e JIA 2001; LEE e GOLZ, 2012). LUH interage, via dominio LUFS,
com as adaptadoras SEUSS-likel (SKL1l) e SKL2 para inibir a transcricao
(SHRESTHA et al., 2014). No presente trabalho, um provavel gene LUH teve sua
expressao validada por gPCR, sendo induzido pela cultivar tolerante SP83-5073 apos
a supressao de rega. A atuacdo de proteinas LUH frente a estresses ambientais tem
sido reportada. SHRESTHE et al., (2014) verificaram que plantas mutantes de
Arabidopsis (luh, slk1 e slk2) exibiam fenétipo de tolerancia quando submetidas ao sal
(125 mM de NaCl) ou estresse osmotico (300 mM de mannitol), em comparacédo com
as plantas selvagens. Também confirmaram que LUH medeia a repressao através do
recrutamento de HDACs aos genes alvo, de forma que em um ensaio com
protoplastos na presenca de TSA (inibidor da atividade de HDAC) LUH falhou em
reprimir a expressdo do gene reporter. Os mutantes também mostraram elevados
niveis de expressao (por gPCR) dos genes RD20, MYB2 e NACO019, importantes em
tolerancia a estresses abiodticos. Estes genes alvo exibiram elevados niveis de
acetilacdo na histona H3 (Lys-9 e Lys-14) nos mutantes luh, slkl e slk2, quando

comparados as plantas selvagens, reforcando o mecanismo de repressao por
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recrutamento de HDACs. GENG et al., (2017) observaram que plantas Arabidopsis
mutantes luh tinham o crescimento de suas raizes pouco inibido na presenca de
concentragbes graduais de Al e exibiram baixa acumulo de Al nas suas raizes,
indicando que LUH é um regulador negativo de resisténcia ao Al. Os autores também
avaliaram o perfil transcricional dos mutantes luh e das plantas selvagens utilizando a
técnica RNA-Seq, tendo identificados genes diferencialmente expressos em raizes de
luh tratadas com Al em comparacdo com as plantas selvagens tratadas. Em andlise
de ontologia génica, os autores destacaram genes associados a modificacdo da
parede celular. Ao mineraram os dados para genes associados a PME (pectin
methylesterase), determinantes da sensibilidade ao Al, observaram que a expressao
por gPCR de candidato PME46 foi maior nos mutantes luh em comparacéo a planta

selvagem.

Logo, os dados aqui analisados provavelmente refletem uma melhor
performance dos acessos que comp&em o bulk tolerante em relacao ao bulk sensivel,
em decorréncia do estimulo aplicado (24 h de supresséo de rega). A validacdo da
expressdo dos genes propostos (escolhidos levando-se em consideracédo genes DEs
p < 0,0001), mostrou que nem todas as cultivares do mesmo bulk apresentaram as
mesmas respostas. Os diferentes fundos genéticos das cultivares e particularmente a
natureza complexa da toleréncia a seca contribuem fortemente para estas diferencas
(HU e XIONG, 2014). Os candidatos propostos sao promissores ao desenvolvimento
de marcadores moleculares funcionais e auxiliando os melhoristas a identificar

acessos com melhores respostas frente a seca.

6 CONCLUSOES

O presente trabalho representa o primeiro CoOREGoma de cana-de-agUcar a

abordar a expresséo de transcritos relacionados e expressos por cultivares tolerante
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e sensiveis ao déficit hidrico, todas oriundas de programa de melhoramento de cana-
de-acucar de reconhecimento mundial (Centro de Tecnologia Canavieira, SP, Brasil),
apos um estimulo de 24 h de supressdo de rega. O CoREGoma abrangeu
representantes de 24 familias, sendo a familia AUX/IAA a mais representada. Essa €
também uma das mais importantes e reportadas familias em respostas de plantas a
estresses ambientais. A associacdo das ESTs CoREGs de cana-de-acucar com as
unitags HT-SuperSAGE expressas apoés o estimulo mostrou mais de uma centena de
unitags diferencialmente expressas em cada resposta, mas aquelas superexpressas
de forma significativa (UR) foram predominantes na resposta tolerante. A atividade de
corregulador da expressdo génica dos CoREGs foi ressaltada nos termos GO
enriquecidos. Dos FTs preditos a regular CoREGs exclusivamente da resposta
tolerante, a maioria foi associada a unitags UR do bulk tolerante, ao passo que dos
FTs preditos a regular COREGs exclusivamente da resposta sensivel, a maioria esteve
associada a unitags DR desta resposta. No mapeamento in silico de loci COREGS,
estes foram observados distribuidos ao longo de todos os cromossomos das
gramineas sorgo, milho e arroz, espécies evolutivamente relacionadas com a cana-
de-acucar (familia Poaceae). Em vista da maior sintenia e proximidade taxondmica,
um maior numero de CoREGs entre cana-de-acucar e sorgo foram observados. No
entanto, considerando os provaveis ortdlogos de sorgo, tendo por base os candidatos
expressos de cana-de-acucar, e as comparacfes de sorgo com milho e sorgo com
arroz, mesmo sendo arroz mais distante de sorgo, em comparacéo a sorgo com milho,
foram observados maior grau de microssintenias especificas na compara¢do sorgo
com arroz. Ainda, em todos os cromossomos de sorgo e alguns de milho e arroz, os
CoREGs estiveram quase que totalmente associados as extremidades dos bracos
cromossOmicos. Este painel de genes e transcritos CoOREGs expressos podem ser
Uteis em estratégias biotecnoldgicas junto ao melhoramento genético da cultura frente
a seca, na selecao de acessos superiores frente ao referido estresse. Estes genes
também podem ser manipulados para avaliar seus efeitos em melhorar a tolerancia a

seca seja por superexpressao ou nocaute.
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ANEXO A - CURVAS DE MELTING MOSTRANDO OS PICOS DE CADA ALVO AVALIADOS EM
CDNAs DE RAIZES DE ACESSOS DE CANA-DE-ACUCAR SUBMETIDOS A SUPRESSAO DE

REGA POR 24 H
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ANEXO B - CURVAS PADRAO (1:1, 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000) DE CADA ALVO AVALIADOS
EM RAIZES DE ACESSOS DE CANA-DE-ACUCAR SOB SUPRESSAO DE REGA POR 24 H.



