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RESUMO

O feijao-caupi representa a principal leguminosa cultivada nas regides Norte e
Nordeste do Brasil. Entretanto, sua cultura é fortemente afetada pelo déficit hidrico.
Frente a tal estresse, os fitormbnios atuam como sinalizadores, promovendo
respostas especificas as plantas. O presente trabalho teve como objetivo caracterizar
a expressao de genes envolvidos nas vias de sinalizacdo de fitorménios, em V.
unguiculata, apds a exposicao das raizes ao ar (150 min.). Para tanto, unitags HT-
SuperSAGE de feijao-caupi, provenientes de duas cultivares diferentes em resposta
a seca, foram alinhadas (BlastN) aos transcritos de feijdo-caupi associados as vias de
sinalizagdo por auxina, citocinina giberelina, acido abscisico, etileno, jasmonato,
brassinoesteroides, &cido salicilico e estrigolactonas. Dos 630 transcritos previstos,
260 foram diferencialmente expressos (DE, p <0,05) apés o estimulo aplicado (p
<0,05). No perfil PO (cultivar tolerante Pingo de Ouro), os transcritos UR (induzidos),
DR (reprimidos) e n.s. (expressdo nao diferencial), foram 146, 35 e 78,
respectivamente. No perfil sensivel Sl (Santo Inacio), esses numeros foram 81, 80 e
99, respectivamente. Desta forma, com base nos resultados foi possivel: a) inferir o
perfil transcricional das vias de sinalizacdo por fitormdnios de acordo com as
respostas das cultivares de V. unguiculata ap6s o estimulo de desidratacdo radicular;
b) identificar Fatores de transcricdo mais representados e potencialmente regulando
genes cujos transcritos foram UR; c) predizer os interatomas associados aos
transcritos UR das respostas individuais de cada cultivar; d) propor um conjunto de 17
pares de primers, para RT-gPCR, visando o desenvolvimento de marcadores
funcionais baseados em cDNAs. Os resultados contribuem para uma melhor
compreensao das vias de sinalizacédo dos fitormonios nas respostas do feijao-caupi,
face a um estresse de seca, podendo ser Uteis aos programas de melhoramento
genético, na busca de materiais mais adaptados a este estresse, o qual compromete

nossas producodes.

Palavras-chave: Bioinformatica; Transcriptdmica; SuperSAGE; Estresse abiotico.



ABSTRACT

Cowpea represents one of the main legumes cultivated in the North and Northeast
regions of Brazil. However, this crop is strongly affected by water deficit. In the face of
such stress, phytohormones act as signalers, promoting specific responses to plants.
The present work aimed to characterize the expression of genes involved in
phytohormone signaling pathways, in V. unguiculata, after roots have been exposed
to air (150 min.). For this purpose, cowpea HT-SuperSAGE unitags from two different
accessions in responses to drought, were aligned (BlastN) against cowpea transcripts
associated with signaling pathways by auxin, gibberellin cytokinin, abscisic acid,
ethylene, jasmonate, brassinosteroids, salicylic acid and strigolactones. Of the 630
transcripts predicted, 260 were differentially expressed (DE, p <0,05) after the applied
stimulus. In the tolerant profile (Pingo de Ouro accession), the UR (induced), DR
(suppressed), and n.s. transcripts, were 146, 35, and 68, respectively. In the sensitive
profile (Santo Inacio), those numbers were 81, 80 and 99, respectively. Thus, based
on the results, it was possible to: a) infer the transcriptional profile of the signaling
pathways by phytohormones according to the responses of V. unguiculata cultivars
after the root dehydration stimulus; b) identify the most represented transcription
factors and potentially regulating genes whose transcripts were UR; c) predict the
interatomas associated with the UR transcripts of the individual responses of each
cultivar; d) propose a set of 17 pairs of primers, for RT-gPCR, aiming the development
of functional markers based on cDNAs. The results contribute to a better
understanding of phytohormone signaling pathways in the responses of cowpea to
drought stress, can be useful for genetic improvement programs, in the search for

materials more adapted to stress, which compromises our productions.

Keywords: Bioinformatics; Transcriptomics; SuperSAGE; Abiotic stress.
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1 INTRODUCAO

O feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp, familia Fabaceae] € uma cultura
economicamente importante para as regides tropicais e subtropicais do mundo, nas
quais é utilizado principalmente na alimentacdo humana e animal. No Brasil, o feijao-
caupi corresponde ao principal grao consumido nas regibes Norte e Nordeste,
exercendo relevante papel nutricional e social nessas regides. Entretanto, a espécie
sofre perdas rigorosas ocasionadas por diferentes estresses, tanto biéticos como
abidticos. Dentre os fatores abidticos que acometem a cultura, o déficit hidrico é
considerado um dos mais prejudiciais.

No feijdo-caupi os efeitos negativos do déficit hidrico estdo relacionados a
menor capacidade de germinacéo, nodulacdo, fixagdo de nitrogénio, reducado no
crescimento da parte aérea e frutificacdo; afetando assim a producéo e produtividade
da cultura. Levando-se em consideracdo que a maior parte das areas destinadas ao
cultivo do feijdo-caupi sdo propensas a grandes periodos de estiagens, identificar os
mecanismos de resposta ativados pelo déficit hidrico, € uma estratégia valiosa para
compreender o0 processo de tolerancia a esse estresse.

Frente ao déficit hidrico ha o desencadeamento de uma série de respostas
fisioldgicas, bioquimicas e morfolégicas nas plantas, em um esforco para proteger ou
se adaptar a novas condi¢cOes. Nesse contexto os fitorménios correspondem a um dos
principais sistemas de integracdo de eventos metabdlicos nas respostas a um
estresse. Da embriogénese até a senescéncia da planta, processos sao iniciados ou
mediados, por genes regulados por fitorménios, como auxina (AUX), giberelina (GASs),
citocinina (CK), &cido abscisico (ABA), etileno (ETH), jasmonato (JAS),
brassinoesterdides (BRs), acido salicilico (SA), estrigolactonas (SLs) e etileno (ETH).

Embora cada horménio vegetal desempenhe funcbes especificas, muitos
estagios do crescimento da planta em face de estimulos externos, incluindo a privacao
de agua sao controlados por fitormoénios. O déficit hidrico promove alteragdes na
producdo e distribuicdo dos fitormonios, podendo assim promover também o0s
mecanismos de toleréncia ao estresse.

No geral, as respostas das plantas aos estresses envolvem um grande nimero
de genes, o que dificulta a caracterizacdo molecular, requerendo novas tecnologias.
O uso de estratégias gendmicas permitem amostrar genes e caracterizar perfis de

expressdo global de gendtipos, em respostas a um estimulo. Em relacdo ao feijao-
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caupi, que é considerado uma espécie rustica, certas cultivares suportam alguma
deficiéncia hidrica. A regulacéo transcricional de cultivares de fenétipos contrastantes
a determinada condicdo abidtica (tolerante versus sensivel) pode sinalizar a
percepcado, conducdo e amplificacdo dos sinais, em uma cascata de eventos, até as
respostas fisioldgicas finais, revelando similaridades e/ ou diferencas cruciais no
desencadeamento das respostas das cultivares ao estimulo detectado.

Assim, o estudo das vias de transdugdo por fitormdnios pode revelar
informacgdes de interesse para o melhoramento do feijao-caupi, bem como identificar
potenciais marcadores moleculares que poderdo contribuir para a melhoria da

produtividade e a expanséao da fronteira agricola desta cultura.
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1.10BJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral
Caracterizar a expressao de genes envolvidos nas vias de sinalizagdo por

fitormdnios, em cultivares de feijdo-caupi apos raizes serem expostas ao ar.

1.1.2 Objetivos especificos

a) Recuperar unitags HT-SuperSAGE diferencialmente expressas (DE),
em raizes de cultivares tolerante e sensivel de V. unguiculata, ap6s uma exposicao
ao ar de até 150 min, em comparacfes com expressées em raizes sem o estimulo de
cada cultivar.

b) Identificar transcritos e regulacdes relacionadas com as unitags DE
identificadas acima, para as vias de sinalizacéo por fitorménios (AUX, CK, GA, ABA,
JAs, ETH, SA, BRs, SL), de acordo com as respostas das cultivares de V. unguiculata.

C) Desenhar a partir dos transcritos identificados acima, pares de primers
para RT-qPCR, visando o desenvolvimento de marcadores funcionais baseados em
cDNAs
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A CULTURA DO FEIJAO-CAUPI: ASPECTOS GERAIS

A leguminosa Vigna unguiculata (L.) Walp, popularmente conhecida como
feijdo-caupi ou feijdo macassar, pertence a familia Fabaceae e ao género Vigna. As
cultivares domesticadas estao subdivididas em quatro subgrupos, de acordo com as
principais caracteristicas dos frutos e das sementes: unguiculata, sesquipedalis,
biflora e textilis (PADULOSI; NG, 1997).

O feijdo-caupi possui habitos variaveis de crescimento, desde ereto a
prostrado. Apresenta folhas compostas e trifolioladas, que se dispdem alternadamente
ao longo do caule. As flores sdo mondicas e apresentam coloragdo variando em tons
de amarelo, roxo e branco (LUSH et al., 1979). A espécie possui fruto do tipo legume,
geralmente amarelo ou marrom quando maduro. Este pode conter de 6 a 20
sementes, a depender da cultivar e das condi¢des de cultivo. As sementes variam em
textura, podendo ser lisas ou rugosas, e em relacéo a coloracao, esta pode ser preta,
verde, vermelha, marrom, branca ou manchada (GHALMI et al., 2010).

A cultura do feijdo-caupi é bem distribuida no mundo, mais concentrada nas
regides tropicais e subtropicais. Dados da FAO (Food and Agriculture Organization of
the United Nations) para o ano de 2019 indicava o cultivo do feijao-caupi em uma area
superior a 14,4 milhdes de hectares, com producdo mundial aproximada de 8,9
milhdes de toneladas (FAOSTAT, 2020). Vale salientar, que os dados da FAO estéao
subestimados, uma vez que os dados de grandes produtores da cultura, como india e
Brasil, ndo estéo incluidos.

O feijdo-Caupi é cultivado em mais de 100 paises (FAOSTAT, 2020), e o Brasil
se destaca como o terceiro maior produtor da cultura, com uma producéo aproximada
de 637.300 toneladas (CONAB, 2019). Seu potencial econémico reflete a grande
importancia na formacédo de emprego e renda, principalmente nas regides Norte e
Nordeste do pais, onde chegou a representar aproximadamente 80% dos graos
consumidos na alimentacdo humana (DANTAS et al., 2002).

A grande importancia do feijao-caupi é relacionada a sua ampla
empregabilidade. O feijao-caupi € uma fonte rica em nutrientes essenciais como
proteinas, vitaminas, minerais, lipideos, ferro e céalcio. Seus graos também possuem

uma grande quantidade de fibras e uma baixa quantidade de gordura (GONCALVES
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et al.,, 2016). Assim, a espécie apresenta um alto valor nutricional, sendo cultivada
principalmente para o consumo humano, através da producdo de gréos secos ou
verdes. A biomassa vegetal também é utilizada na alimentacdo animal como forragem,

e para correcéo e fertilizacdo do solo como adubo verde (VURUKONDA et al., 2016).

2.2 O DEFICIT HIDRICO E A CULTURA DO FEIJAO-CAUPI

A disponibilidade de &gua € um dos principais fatores de estresses nas plantas,
afetando a produtividade e a persisténcia das mesmas. A agricultura é fortemente
afetada pelo déficit hidrico, e, as mudancas climaticas previstas para o cenario global
intensificara este quadro, tanto pela diminuicdo das chuvas, quanto pelo aumento das
temperaturas (DAI, 2013; LOBELL et al., 2014).

Diversos mecanismos fisioldgicos e anato morfolégicos permitem um grupo
tolerar ou se adaptar ao estresse hidrico (ARUJO-JUNIOR et al., 2019). Durante o
estresse de déficit hidrico ha um desencadeamento de um conjunto de respostas
complexas, que inclui a expressdo de diversos genes. Os mecanismos utilizados
pelas plantas durante esse periodo podem ser classificados em trés tipos: escape,
retardo e tolerancia (TARDIEU, 2005). Os mecanismos de escape permitem que as
plantas completem o seu ciclo fenolégico mais rapidamente, evitando com que 0s
problemas relacionados ao estresse se tornem graves o bastante para ocasionar
danos a planta. Os mecanismos de retardo estdo relacionados com o
desenvolvimento de um sistema radicular eficiente e com a diminuicdo de perda de
agua para a atmosfera. Por sua vez, 0s mecanismos associados a tolerancia permitem
as plantas manterem normalmente suas fun¢des fisiolégicas mesmo em situacdes de
déficit hidrico (TARDIEU, 2005).

As principais respostas fisiolégicas de plantas sob déficit hidrico envolvem a
reducdo da conduténcia estomédtica, que afetam as taxas fotossintéticas e a
transpiracdo (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007). Plantas tolerantes ao
déficit hidrico também apresentam genes que estdo associados ao crescimento
radicular, uma vez que raizes mais longas quando submetidas a tais condicdes
tendem a prolongar-se até as regides mais umidas do solo (ARUNYANARK et al.,
2009).

Ao nivel celular, uma das principais consequéncias do déficit hidrico consiste

no aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS; KAUR; ASTHIR,
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2017). O aumento na quantidade de ROS é considerado um sinal desencadeador da
expressao de diferentes genes responsivos a estresses, incluindo genes codificadores
de aquaporinas, proteinas de choque térmico e FTs, de modo a desencadear
mecanismos de adaptacdo (KAUR; ASTHIR, 2017). Por outro lado, altas
concentracfes de ROS podem acarretar danos as membranas celulares, as proteinas
e as moléculas de RNA e DNA, culminando em morte celular por processo
denominado estresse oxidativo (CHOUDHURY et al., 2016). A quantidade de ROS
pode ser controlada por meio da ativacao do sistema antioxidante das plantas. Vale
salientar que a acdo de muitos dos componentes deste sistema sao regulados por
fitormdnios. Logo, o fortalecimento do sistema de defesa é considerado uma resposta
adaptativa ao estresse hidrico, prevenindo as plantas dos danos oxidativos induzidos
por um déficit hidrico (HASANUZZAMAN et al., 2013).

Em relacdo ao feijdo-caupi, apesar da espécie ser considerada rustica e de
grande adaptacdo a diferentes ambientes, alguns autores afirmam que a cultura é
fortemente afetada por fatores bidticos e abioticos (KUMAR; KUMAR, 2015), sendo o
déficit hidrico, o mais crucial. Efeitos do déficit hidrico no feijdo-caupi ja foram
relatados. Estudos apontam que plantas submetidas a esse estresse apresentam
menor capacidade de germinacdo (FERREIRA et al., 2017), nodulacao e fixacao de
nitrogénio (SINCLAIR et al., 2015). O déficit hidrico também influencia negativamente
o desenvolvimento da parte aérea (HAYATU; MUHAMMAD; ABDU, 2014), o tamanho
e a quantidade de sementes por vagens (AHMED et al., 2010).

No geral, para o feijao-caupi completar o ciclo fenoldgico, a cultura necessita
de aproximadamente 400 mm de agua, sendo o estadio vegetativo o de maior
consumo hidrico, com uma demanda variando de acordo com as condi¢Bes de cultivo
(solo e clima) e da cultivar plantada (DA SILVA et al., 2016). Considerando que a maior
parte do cultivo do feijdo-caupi no Brasil ocorre em regides com estiagens, seus efeitos
negativos sao visualizados nos dados de acompanhamento da producéo de grédos da
CONAB, que relatam diminuicéo nas producdes de feijdo-caupi, nas diversas regioes
(Figura 1; CONAB, 2021). Especialmente em Pernambuco, durante o ultimo ano (safra
2020/21) o clima foi considerado desfavoravel durante parte do ciclo de cultivo,
levando a reducgdo do potencial de producdo, principalmente devido ao baixo indice
pluviométrico, onde a producéao final para este periodo ficou estimada em 24,1 mil
toneladas, sendo aproximadamente 39% inferior ao resultado obtido na safra 2019/20
(CONAB, 2021).



Figura 1 — Quadro comparativo de area, produtividade e producéo do feijao-caupi (segunda safra) nas
safras 2019/20 e 2020/21.

AREA (Em mil ha) PRODUTIVIDADE (Em kg/ha) PRODUGAO (Em mil t}

Safra 19/20 Safra 20/21 m Safra 19/20 Safra 20/21 m Safra 19/20 Safra 20/21
e e e
61,8

NORTE 34,2 55,7 62,9 1.095 1.110 1,3 36,2 70,7
AC 52 53 19 700 720 29 36 38 56
TO 290 50.4 73.0 1124 1.151 24 326 58.0 77.9

NORDESTE 692,5 85,0 (1.1) 427 359 (16,0) 295,9 2458 (16,9)
MA 278 208 7.2 621 06 (2.4) 173 18.1 46
PI 87 43 (50.6) 949 989 42 8.3 43 (48,2)
CE 380.4 386.2 15 381 287 (24.7) 1449 1108 (23.5)
RN 56.8 433 (23.8) 439 412 (6.2) 249 178 (28.5)
PB 765 66.7 (12.8) 431 295 (31.6) 33.0 19.7 (40.3)
PE 107.3 1047 (2.4) 375 230 (38.7) 402 24,1 (40,0)
BA 350 50,0 429 780 1.020 30,8 273 51.0 86,8

CENTRO-OESTE 133,8 165,9 24,0 1.204 978 (18.8) 161,2 162,2 0.6
MT 1186 152.8 28,8 1.211 950 (20.8) 1436 146.5 20
GO 15.0 12,0 (13.3) 1150 1.200 43 17.3 156 (©.8)
DF 0.2 0.1 (50.0) 1.420 1.240 (12.7) 0.3 0.1 (86.7)

SUDESTE 0,1 0,1 - 203 795 (12,0) 0,1 0,1
MG 0.1 0.1 - a03 795 (12.0) 0.1 0.1 -

NORTE/NORDESTE 726,7 740,7 19 456 415 (8.9) 332,1 307.6 (7.4)

CENTRO-SUL 133,9 186,0 24,0 1.204 978 (18.8) 161,3 162,3 0.8

BRASIL 860,6 906,7 54 573 518 (9.5) 4934 489.9 (4.8)

Fonte: Conab (2021).

J& se sabe que alguns gendétipos do feijdo-caupi apresentam uma maior
capacidade de suportar condi¢des de déficit hidrico (JIA et al, 2016). Assim, identificar
as respostas desses genotipos ao estresse podera revelar genes de interesse para o
melhoramento do feijao-caupi, bem como potenciais alvos moleculares que poderao
contribuir para melhoria da produtividade e, consequentemente, da expansédo da

fronteira agricola.

2.3 FITORMONIOS: MENSAGEIROS MOLECULARES

Na maior parte do ciclo de vida das plantas, estas se encontram expostas aos
diferentes tipos de estresses, tanto bidticos como abidticos. De modo a enfrentar tal
situacado, ao longo da evolucao, o grupo desenvolveu uma série de mecanismos que
permitem a percepc¢ao de sinais de estresse (VERMA et al., 2016). Neste ponto, a
comunicacdo celular se faz necesséaria de modo a alcancar uma resposta efetiva.
Atualmente, sdo conhecidas ao menos nove moléculas sinalizadoras denominadas
fitormbnios. Entre elas se incluem: auxina (AUX), acido abscisico (ABA), etileno
(ETH), brassinoesterdide (BRs), jasmonato (JAs), citocinina (CKs), giberelina (GAs),
acido salicilico (SA) e estrigolactonas (SLs; VERMA et al, 2016).
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Os fitormbnios compdem um grupo de moléculas produzidas nas células em
baixas concentracdes, mas que sdo capazes de regular multiplos processos celulares.
Além disso, os mesmos atuam tanto no local de sintese, como em outras partes da
planta (WANI et al., 2016). A figura 2 ilustra a estrutura quimica das principais classes

de fitormonios conhecidas atualmente.

Figura 2 - Estrutura quimica das principais classes de fitormdnios.
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Fonte: Adaptado de Wani et al. (2016).

De modo geral, os fitorménios atuam principalmente como reguladores do
crescimento e desenvolvimento normal das plantas (SANTNER et al.,, 2009;
ZWANENBURG, POSPISIL, ZELJKOVIC, 2016; UMEZAWA et al, 2010). Embora
cada horménio vegetal cumpra fungdes especificas, eles controlam muitas etapas do
desenvolvimento das plantas frente a estimulos externos, incluindo o déficit hidrico
(TIAN et al., 2018a).

2.3.1 Auxina (AUX)
O hormoénio vegetal AUX esta relacionado a diferentes processos fisioldgicos

das plantas (WEIJERS; WAGNER, 2016), incluindo o desenvolvimento embrionario,

a formacéo de raizes laterais e adventicias, tropismos, absciséo foliar, alongamento,
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divisdo, e diferenciacdo celular. Muitos desses processos sao mediados por
alteracdes na expressao génica (ROOSJEN; PAQUE; WEIJERS, 2018).

Apesar da AUX ser descrita principalmente como um horménio regulador do
crescimento, alguns trabalhos destacam que ela apresenta grande importancia nas
respostas de plantas submetidas a estresses abioticos (ALVES et. al., 2017; HU, et
al., 2015), incluindo o déficit hidrico (RAHEEN et al., 2018). Em resumo, a via de
sinalizagdo por AUX, representa um importante fator regulador de interagdo entre a
planta e o ambiente na qual ela se encontra, pois, a modulacdo da via produz
diferentes respostas transcricionais, dependentes do contexto celular e ambiental,
podendo assim promover mecanismos de tolerancia ao estresse (LAVY; ESTELLE,
2016). A acdo molecular das AUXs permite uma rapida troca entre a repressao e a
ativacdo transcricional de genes alvos por meio da degradacédo de repressores
transcricionais (LAVY; ESTELLE, 2016).

Os principais componentes da maquinaria de sinalizacdo por AUX pertencem
a trés familias de proteinas: a familia de correceptores de auxina F-box TRANSPORT
INHIBITOR RESPONSE 1/AUXIN SIGNALING F-BOX PROTEIN (TIR1/AFB), a
familia de fatores de transcricdo (FTs) AUXIN RESPONSE FACTORs (ARFs), e a
familia de proteinas repressoras Auxine/ INDOLE-3-ACETIC ACID (Aux/ 1AA).

A influéncia de FTs ARFs sobre determinados genes é controlada em duas
situacdes. Na primeira, a transcricdo € regulada pela prépria estrutura da proteina
(GUILFOYLE; HAGEN, 2007; WU, 2015). Os FTs ARFs possuem estrutura modular e
sdo formados basicamente por trés dominios: um dominio de ligacdo ao DNA (DBD),
um dominio médio, e um dominio PB1 localizado no terminal carboxil (WEIJERS;
WAGNER, 2016). O dominio DBD N terminal corresponde a uma regido altamente
conservada entre os FTs ARFs. Esse dominio atua no reconhecimento de curtas
sequéncias de DNA, presentes nos promotores dos genes responsivos a AUX,
chamadas de elementos responsivos a auxina (AuxRE). Ja& o dominio médio
corresponde a uma regido de maior variacdo, e, estd envolvido na ativacdo ou
repressdo de genes (ROOSJEN; PAQUE; WEIJERS, 2018).

Estudos bioguimicos e analises de bioinformatica dos dominios médios dos
FTs ARFs permitiram classifica-los como ativadores ou repressores da transcrigcao
génica (ULMASOQV et al, 1999; TIWARI et al., 2003). As proteinas ARFs que atuam
como repressores geralmente apresentam a regido meédia enriquecida pelos

aminoacidos prolina, serina e treonina; enquanto que os ARFs que atuam como
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ativadores, geralmente apresentam dominios meédios enriquecidos pelo aminoacido
glutamina. Além disso, tal regido nos ARFs ativadores tem sido descrita como local
de interacdo com proteinas envolvidas na remodelacdo da cromatina (SWI/ SNF;
GUILFOYLE; HAGEN, 2007; WU, 2015).

Na segunda situacéo, a influéncia dos FTs ARFs sobre determinados genes é
controlada pela acdo das proteinas AUX/IAA e TPL (TOPLLES; SZEMENYEI,
HANNON; LONG, 2008). Em baixos niveis de AUX o0s repressores transcricionais
AUXI/IAA, juntamente com as proteinas TPL, interagem com os FTs ARFs e reprimem
as suas atividades (GUILFOYLE; HAGEN, 2007). Entretanto o aumento de AUX nas
células leva a degradacédo dos repressores AUX/IAA. A AUX atua aumentando a
afinidade de AUX/IAA com TIR1/AFB, que por sua vez conduzem AUX/IAA a
degradacéo via proteossomo (TAN, 2007; GUILFOYLE; HAGEN, 2007), liberando os
FTs ARFs da inibicdo. Os FTs ARFs agora podem entdo influenciar a expresséo dos
genes responsivos a AUX. Vale ressaltar que, os FTs ARFs também induzem a
expressdo de genes que codificam os repressores AUX/IAA, o que resulta em um
mecanismo de regulacdo na via por feedback negativo (BENJAMINS; SCHERES,

2008). A via de sinalizacdo por AUX esta representada na figura 3.

Figura 3 - Via de transducéo de sinal mediada pelo fitormdnio Auxina.
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Fonte: Adaptado de Wang et al. (2015).

2.3.2 Acido Abscisico (ABA)
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O ABA também desempenha papel significativo em varias etapas do
desenvolvimento das plantas. A via de sinalizacdo por ABA controla principalmente a
manutenc¢ao da dorméncia e desenvolvimento das sementes (NAMBARA et al., 2010),
e o fechamento estomatico (KUROMORI et al.,, 2011). Dentre os fitorménios
conhecidos, o ABA é considerado o regulador chave da tolerancia das plantas a
estresses abioticos e bioticos (WANI; KUMAR, 2015; CAO et al., 2011). Em condi¢des
desfavoraveis, os niveis de ABA nas células radiculares aumentam através da sua
biossintese, e 0 seu acumulo resulta numa cascata de sinais, que desencadeiam
respostas moleculares em toda a planta sob estresse (NG et al., 2014).

Durante o estresse hidrico, o ABA é tanto sintetizado nas raizes, e enviado para
a parte aérea das plantas através do xilema (MALCHESKA et al, 2017), quanto nas
folhas (ZHANG et al., 2018a). Nas folhas, o ABA controla o fechamento estomatico,
limitando a fotossintese. O ABA também regula a expressdo de varios genes
responsivos a estresses, aumentando tolerancia das plantas a condicdes limitantes
(YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2006).

Atualmente, as proteinas AIT (ABSCISIC ACID-IMPORTING
TRANSPORTER), ABCG25 (ATP-BINDING CASSETTE G25) e PDR (PLEIOTROPIC
DRUG RESISTENCE) sao reconhecidas como sistemas transportadores envolvidos
no efluxo e influxo de ABA (KANG et al., 2010; KUROMORI et al., 2010; KANNO et
al., 2012). A expresséo desses componentes € relatada como tecido-especifica; os
componentes ABCG25 e AIT séo principalmente expressos em tecidos vasculares,
enquanto que o transportador PDR € principalmente expresso nas células guarda
(BOURSIAC et al., 2013)

A via de sinalizacdo por ABA é composta pelos receptores PYR/PYL
(PYRABACTIN RESISTENCE/ PYRABACTIN RESISTENCE-LIKE) e RCAR
(REGULARORY COMPONENT OF ABSCISIC ACID RECPTOR), pelas proteinas
fosfatase PP2C (PROTEIN PHOSPHATASE 2C), pelas proteinas quinases SnRK2
(SERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE SRK?2) e pelos FTs ABF (ABSCISIC ACID-
RESPONSIVE ELEMENT-BINDING FACTORS).

Na auséncia de ABA, os reguladores positivos SnRK2 interagem fisicamente
com a proteina PP2C e sé&o inativados por ela. A inativacdo ocorre atraveés da
desfosfosrilagdo de um residuo de serina localizado no dominio de ativacdo das
quinases SnRK2, tendo como consequéncia a inibicdo da resposta mediada pelo ABA.

Ja na presencga de ABA, sua ligacdo aos receptores PYR/ PYL interrompe a ligacéo
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estabelecida entre SNRK2 e PP2C, pois tais receptores inibem a atividade enzimatica
de PP2C (LEE; LUAN, 2012; SOON et al., 2012). Sem a ligacdo de PP2C, a proteina
quinase SnRK2 torna-se ativa por meio de autofosforilagdo. Em sua forma ativa, as
proteinas SNRK2 se ligam aos FTs ABFs, e tal processo resulta na ativacdo da
resposta mediada por ABA (LEUNG, 2012; OSAKABE et al., 2014; YOSHIDA et al.,

2019). A via de sinalizacao por ABA pode ser visualizada na figura 4.

Figura 4 - Via de transducao de sinal mediada pelo fitormdnio acido abscisico (ABA).
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Fonte: Adaptado de Wang et al. (2015).

2.3.3 Giberelina (GA)

As GAs correspondem a uma classe de fitormonios bastante estudada. J&
foram identificadas mais de 130 estruturas diferentes. Entretanto, apenas as formas
GAl, GA3, GA4 e GA7 sao biologicamente ativas; sendo GA1 e GA4 as mais atuantes
em angiospermas (GIACOMELLI et al., 2013).

As GAs participam e regulam diversas etapas do crescimento e
desenvolvimento das plantas, tais como germinacdo das sementes (PENFIELD et al.,
2017), expansao foliar (Xu et al., 2016a), alongamento caulinar e desenvolvimento
das flores (GRASS et al., 2017; MARTINS, et al., 2018) e frutos (HU et al., 2018). As
GAs também estdo relacionadas com respostas de adaptacdo das plantas sob
estresses ambientais, como estresse térmico, salino e hidrico (COLEBROOK, et al.,
2014). Nesse contexto, as GAs também sdo conhecidas por interacdes negativas e

positivas com outros fitormonios (WEISS; ORI, 2007).
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Em relacdo ao estresse hidrico, estudos evidenciam que apoés aplicacdo de GA,
plantas submetidas ao estresse recuperaram o crescimento (AKTER et al., 2014).
Outros estudos relataram que mutantes com sensibilidade reduzida a GA,
apresentaram uma maior tolerancia a deficiéncia hidrica quando comparados ao tipo
selvagem (NIR; MOSHELION; WEISS, 2014). Entretanto, os mecanismos pelos quais
a GA atua na adaptacao das plantas sob estresse hidrico ndo estéo claros.

A via de sinalizagcdo por GA compreende quatro componentes principais: a
proteina receptora de giberelina GID1 (GIBBERELLIN-INTENSIVE DWARF1), as
proteinas repressoras DELLA (DELLA-CONTAINED PROTEIN), os fatores de
transcricdo PIF (PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR) e a proteina F-Box. Em
baixos niveis de GA, o receptor GID1 estd em sua forma inativa, e a proteina
repressora DELLA inibe a atividade dos FTs PIF. Desta forma, a resposta por GA é
reprimida (LI, et al., 2016). As proteinas DELLA interagem com diferentes FTs PIF, e
inibem a atividade deles sequestrando o dominio de ligacdo ao DNA (LI, et al., 2016).

Na presenca de GA, suas formas bioativas séo percebidas pelo receptor GID1.
Esse receptor, quando ligado a GA, interage com as proteinas DELLA formando o
complexo ternario GA-GID1-DELLA. Tal interacdo é realizada através de dois
dominios conservados localizados na regido N-terminal das proteinas DELLA. Apds a
formacdo do complexo, as proteinas DELLA serdo degradadas via complexo
ubiquitina ligase SCFSLY1 / GID2, liberando os FTs PIFs, levando assim a ativagéo
da via (FONOUNI-FARDE et al., 2016). A via de transducéo de sinal por GA esta

representada na figura 5.

Figura 5 - Via de transducao de sinal mediada pelo fitormbnio giberelina (GA)
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Fonte: Adaptado de Wang et al. (2015).
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2.3.4 Citocinina (CK)

O fitormbnios CK controla uma gama de processos fisioldgicos envolvidos no
crescimento e desenvolvimento das plantas, incluindo o desenvolvimento vascular
(RYBEL et al., 2014; EL-SHOWK et al., 2015), a manutencao de meristemas e flores
(RONG et al., 2017) e o controle da arquitetura radicular (BIELACH et al., 2012) e a
formacao de nddulos radiculares (REID et al., 2017). Trabalhos relatam também a
influéncia na resposta de plantas sob estresses bidticos ou abibticos (NISHIYAMA et
al., 2011; RAINES et al., 2016).

A via de sinalizacdo por CK envolve varias etapas de fosforilacdo bastante
semelhante a via TCS (two-component regulatory system) de bactérias e fungos
(SCHALLER; SHIU; ARMITAGE, 2011). Em Arabidopsis thaliana a via de sinalizagéo
€ baseada na percepcédo da CK pelos receptores ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE
(AHK2, AHK3 e AHK4/CRE1), e na transferéncia de grupos fosfatos destes receptores
para os reguladores de resposta a CK (ARRS), sendo tal transferéncia mediada pelas
proteinas ARABIDOPSIS HISTIDINE PHOSPHOTRANSFER PROTEINs (AHPs;
KIEBER; SCHALLER et al., 2014).

A via de sinalizacéo se inicia com a ligacédo especifica da CK ao dominio de
ligacdo CHASE, presente em receptores AHK, que se encontram na membrana de
reticulo endoplasmatico. Tal ligacdo culmina na autofosforilacdo dos receptores AHK.
Posteriormente, o grupo fosfato é transferido para a proteina AHP, que entdo migra
para o nucleo, e fosforila os reguladores de resposta a CK tipo B (B-ARRs). Os B-
ARRs sdo FTs que regulam positivamente a expressao de genes responsiveis a CK,
incluindo os reguladores de respostas negativos A-ARRs. A via de sinalizagéao por CK
pode ser visualizada na figura 6.
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Figura 6 - Via de transducao de sinal mediada pelo fitormdnio Citocinina (CK).
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Fonte: Adaptado de Wang et al. (2015).

2.3.5 Jasmonato (JA)

O &cido jasmonico, ou jasmonato, coordena diversos processos fisioldgicos
relacionados ao crescimento e desenvolvimento das plantas; incluindo a germinagao
de sementes (LINKIES; LEUBNER-METZGER, 2012; PLUSKOTA et al., 2019), o
crescimento e a senescéncia foliar (JIANG et al., 2014). O JAs também é conhecido
por mediar respostas contra estresses bidticos (FALK et al., 2014) e abiéticos (KAZAN
et al., 2015; BALFAGON et al., 2019).

As formas biologicamente ativas de JAs sdo percebidas pela proteina COI1
(CORONATINE INTENSIVE1L; SHEARD et al., 2010). Além de COI1, a sinalizacéo por
JA depende da atividade das proteinas JAR1 (JASMONATE RESISTANTE1), JAZs
(JASMONATE ZIM-DOMAIN PROTEINs), NINJA (NOVEL INTERACTOR OF
JASMONATE ZIM-DOMAIN PROTEIN) e MYCs (MYC-RELATED
TRANSCRIPTIONAL ACTIVATOR; SHEARD et al., 2010; POAUWELS et al., 2010).

Na auséncia das formas bioativas de JAs, as proteinas JAZs, em conjunto com
as proteinas NINJA, ligam-se aos FTs MYCs e inibem a sua atividade. Quando o JAs
esta presente, este se liga a proteina COI1. Posteriormente, COI1 interage com as
proteinas da familia JAZs, levando-as a degradacdo via proteossoma SCFCOI1
(POAUWELS et al., 2010). Com a degradacédo dos repressores JAZs, os FTs MYC2
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tornam-se livres para regular a expressado dos genes responsiveis ao JAs. A via de

sinalizacao por JAs esta representada na figura 7.

Figura 7 -Via de transducéo de sinal mediada pelo fitorm6nio Jasmonato (JA).
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Fonte: Adaptado de Wang et al. (2015).

2.3.6 Etileno (ETH)

O ETH é um fitormbénio gasoso que coordena uma gama de processos
fisioldgicos, incluindo a germinacdo de sementes (EL-MAAROUF-BOUTEAU et al.,
2015), o amadurecimento e a senescéncia de 6rgdos (LQBAL et al., 2017). A via
implicada também atua em respostas das plantas contra estresses abiéticos (KLAY et
al., 2018) e bitticos (YANG et al., 2017). Tais estresses alteram os niveis endégenos
de ETH nas plantas, induzindo o acumulo. Esse acumulo pode aumentar as chances
de sobrevivéncia das plantas sob estresses; uma vez que ele € capaz de modular a
expressdo de uma variedade de genes, desencadeando mecanismos de tolerancia
(KLAY et al., 2018).

Atualmente, a via de sinalizacdo por ETH se encontra bem caracterizada,
estando ja relatada algumas de suas interacdes com outras vias (LI et al., 2017).
Geralmente o ETH age de forma coordenada ao JAs (ZHU; Lee, 2015) e ao SA (DI,
GOMILA; TAKKEN, 2017) na regulacdo de respostas de defesa das plantas contra
pragas e patdogenos. Entretanto, quando combinado ao ABA, a interacdo pode ser
tanto sinérgica (VALLURU et al., 2016) como antagdnica (DONG et al., 2016).

Nas células, o ETH é percebido pelos receptores ETR1 (ETHYLENE

RESPONSEL), localizados nas membranas do reticulo endoplasmatico. Esses
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receptores funcionam como reguladores negativos da via (BINDER et al., 2012). Na
auséncia de ETH, ETR1 ativa a proteina CTR1 (CONSTITUTIVE TRIPLE
RESPONSEL), que corresponde a uma proteina tripla quinase ativada por mitdgenos
(MAPKKK). Quando ativada, CTR1 em conjunto com os receptores ETR1, inibem a
atividade do regulador positivo EIN2 (ETHYLENE INTENSIVEZ2; JU et al., 2012). A
proteina EIN2 desempenha um papel central nas respostas mediadas por ETH (JI;
GUO, 2013), pois ela é necesséria para a estabilizacdo dos FTs EIN3 (ETHYLENE
INTENSIVE3) e EIL1 (ETHYLENE INTENSIVES3-LIKE). Portanto, a inativacdo de EIN2
acarreta a repressao da resposta por ETH.

Na presenca de ETH, os receptores ETR1 e a proteina quinase CTR1 sao
inativados. A proteina EIN2 é entao desfosforilada e seu dominio hidrofilico, localizada
na regido C-terminal (CEND), é clivado e transportado ao nucleo (JI; GUO, 2013). No
nacleo, o dominio CEND se liga aos FTs EIN3 e EIL1, estabilizando-os (CHANG et
al., 2013). Os FTs desencadeiam entdo as respostas mediadas por ETH, ligando-se
aos promotores génicos de diferentes componentes, incluindo TFs ERFs
(ETHYLENE-RESPONSIVE TRANSCRIPTION FATOR). Os TFs ERFs, por sua vez,
podem se ligar aos motivos “AGCCGCC” (caixa GCC), presentes em muitos
promotores de genes regulados por ETH (TOURNIER et al.,, 2003). A via de

sinalizacao por ETH pode ser visualizada na figura 8.
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Figura 8 - Via de transducéo de sinal mediada pelo fitorménio Etileno (ETH).
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Fonte: Adaptado de Wang et al. (2015).

2.3.7 Brassinosterdides (BR)

Os BRs sdo uma classe de horménios esteroides vegetais que coordenam um
grande namero de processos nas plantas. Dentre eles, destacam-se o alongamento e
a divisdo celular (WEI; LI, 2016), a germinacdo das sementes (CUKOR et al., 2018),
o desenvolvimento vascular (LEE et al., 2019), o desenvolvimento de flores (HONG;
SUNG; HYU, 2018) e frutos (AYUB et al., 2016), e a imunidade das plantas (YAN et
al., 2018; FURIO et al., 2019).

Os BRs também conferem tolerancia as plantas contra uma gama de estresses,
incluindo o déficit hidrico (GRUSZKA et al., 2016) e a salinidade (SHARMA et al.,
2013). Em tais situagdes, as principais respostas mediadas por BRs envolvem a
regulacdo de atividade de enzimas antioxidantes (SHARMA et al.,, 2018), da
capacidade fotossintética (LI et al., 2015; SHU et al., 2016), e do metabolismo de
carboidratos (POCIECHA et al., 2016). Aléem disso, em situacdes estressantes 0s BRs
também induzem a biossintese de outros fitorménios, de modo a favorecer o
crescimento das plantas sob estresses (GRUSZKA et al., 2016).

A via de sinalizagdo por BRs se inicia na membrana plasmética, onde séo
percebidos pelo receptor BRI1 (BRASSINOSTEROID INTENSIVEL). Os BRs se ligam
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ao dominio extracelular de BRI1 e promovem a sua interacdo com o correceptor BAK1
(BRASSINOSTEROID INTENSIVE1-ASSOCIATED RECEPTOR KINASE 1), levando
a sua ativacdo (SHE et al., 2011). Na auséncia de BRs, a ligagao entre BRI1 e BAK1
€ regulada negativamente por BKI1 (BRASSINOSTEROID INTENSIVE1 KINASE
INHIBITORL1), que se a liga ao dominio quinase de BRI1 inibindo a sua funcéo. Ao
mesmo tempo, o regulador negativo BIN2 (BRASSINOSTEROID INTENSIVE?2)
fosforila os FTs BZR1/2 (BRASSINAZOLE RESISTANT1/ 2), mediando a sua
degradacéo via proteossomo (YE; LI; YIN, 2011).

Altos niveis de BRs promovem a ativacdo de BRI1 e a inativacdo de BKI1. Na
auséncia de BKI1, BRI1 e BAK1 interagem e se transfosforilam promovendo a total
ativagdo de BRI1, e iniciam uma cascata de sinalizagdo a jusante. BRI1 também
interage com a proteina fosfatase BSUl (BRASSINOSTEROID INTENSIVE1
SUPRESSOR1) e juntos inibem a atividade do regulador negativo BIN2. Ao mesmo
tempo, os FTs BZR1/ 2 sao ativados pela proteina fosfatase PP2A via desfosforilacéo.
Por sua vez, BZR1/ 2, livres da acéo de BIN2, se ligam aos promotores de diversos
genes de modo a regular as respostas moleculares mediadas por BRs (YE; LI; YIN,

2011). A via de sinalizacao por BRs esta representada na figura 9.

Figura 9 - Via de transdugéo de sinal mediada pelo fitormonio Brassinoesterdide (BRS).
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Fonte: Adaptado de: Wang et al. (2015).

2.3.8 Acido Salicilico (SA)
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O SA esté relacionado com importantes processos fisioldgicos que ocorrem
durante todo o desenvolvimento das plantas, como germinacdo das sementes
(ANAYA et al., 2018), desenvolvimento de frutos, floracédo, fotossintese (ZHANG et
al., 2015), metabolismo do nitrogénio e nodulacéo das raizes (LEBEIS et al., 2015). O
SA também desempenha um importante papel no controle das respostas das plantas
aos estresses abidticos (KHAN et al., 2015) e biodticos (KUMAR et al., 2014). Em
relagdo aos estresses bidticos, o SA estéd intimamente envolvido com a resposta
contra patdgenos, sendo considerado um regulador chave da resisténcia sistémica
adquirida das plantas (KUMAR et al., 2014).

A via de sinalizacdo por SA foi recentemente descrita utilizando o modelo
vegetal A. thaliana (FU et al, 2012). Em Arabidopsis, a proteina NPR1
(NONEXPRESSER OF PATHOGENESIS-RELATED GENEL1) foi identificada como
um co-regulador transcricional chave de genes responsivos ao SA. A atividade de
NPR1 é fortemente regulada por modificacdes dependentes de SA (FU et al., 2012).
Em baixos niveis de SA, as proteinas NPR1 encontram-se ligadas através de pontes
bissulfidicas. O aumento da concentra¢do de SA ocasiona uma alteracdo no estado
redox celular, e essa alteracéo € detectada por NPR1, que passa do estado oligdbmero
inativo para o de mondémero ativo (MOU et al., 2003). Os mondémeros ativos de NPR1
sdo posteriormente transportados para o nucleo.

As proteinas NPR3 e NPR4 atuam como receptores de SA, mas também estéo
envolvidas na degradacao de NPR1 (DING et al., 2018b). NPR3 e NPR4 se ligam ao
SA e a NPR1 com diferentes afinidades. Em baixos niveis de SA, NPR4 se liga a
NPR1 levando a degradacdo. Em altos niveis de SA, NPR1 também é degradada,
sendo esta degradacao coordenada por NPR3. Dessa forma, a resposta mediada por
SA é reprimida. Em niveis intermediarios de SA, tanto NPR3 e NPR4 néo se ligam a
NPR1, acarretando o acumulo dos mondémeros de NPR1 (FU et al., 2012; FU, et al.,
2013).

Por sua vez, os mondmeros de NPR1 interagem e ativam os FTs TGA
(TGACG-BINDING FACTORS), e esses regulam a expresséo de genes relacionados
com a defesa das plantas, tal como o gene codificador da proteina PR-1
(PATHOGENESIS-RELATED PROTEIN1). NPR1 também interage e ativa os FTs
WRKYs (WRKY TRANSCRIPTION FATOR), os quais amplificam as respostas
transcricionais mediadas por SA (FU et al., 2012; BACKER et al., 2019). A via de

sinalizacdo por SA encontra-se representada na figura 10.
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Figura 10 - Via de transducéo de sinal mediada pelo fitormdnio Acido Salicilico (SA).
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Fonte: Adaptado de: Wang et al. (2015).

2.3.9 Estrigolactonas (SL)

As SLs compdem uma classe de hormonios vegetais bastante diversificada
descoberta em meados da década de 1960 (COOK et al., 1966). Elas sdo bastante
conhecidas por induzir a germinacéo de plantas parasitarias (TORRES-VERA et al.,
2016) e promover interacdes simbiodticas entre as plantas e fungos micorrizicos
arbusculares (MORI et al., 2016; KOBAE et al., 2018). Mas, recentemente, trabalhos
vem apontando a sua interferéncia em diversos aspectos do desenvolvimento das
plantas, como na senescéncia foliar (TIAN et al., 2018b), no desenvolvimento radicular
(JIANG et al., 2016), no crescimento do caule e da parte aérea (WANG et al., 2015;
BENNETT et al., 2016).

Nas plantas angiospermas, as SLs sdo percebidas através do receptor D14
(DWARF14), membro da superfamilia de proteinas a/p hidrolase. Todas as proteinas
D14 possuem uma triade catalitica (Ser-His-Asp) que atua na hidrolise de SL,
mecanismo fundamental para a transducéo de sinal por SL (NAKAMURA et al., 2013).
Além disso, sabe-se que a proteina D14 requer a proteina MAX2 (D3) para exercer
sua fungéo.

Em baixos niveis de SL, a proteina D53 (SMXLSs) interage com as proteinas
TPL (TOPLESS PROTEIN), e inibe a atividade dos FTs TCP (TEOSINTE
BRANCHED). Assim, a via de sinalizagédo por SL é inativada. O aumento nos niveis
de SL promove uma interacdo entre D14 e MAX2, que em conjunto promovem a
degradacdo de D53 via complexo SCFMAX2. Na auséncia de D53, os FTs TCP
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podem entdo regular as respostas mediadas por SL (ZHOU et al., 2013). Na figura 11,

a via de sinalizacao por SL pode ser visualizada.

Figura 11 - Via de transducéo de sinal mediada pelo fitormdnio Estrigolactona (SL).
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Fonte: Adaptado de: Wang et al. (2015).

2.4. A GENOMICA FUNCIONAL E A TRANSCRIPTOMICA NO ESTUDO DE
PLANTAS SUBMETIDAS A DEFICIENCIA HIDRICA

A replicacao, a transcricdo e a traducdo sdo os trés principais processos que
sustentam as funcgdes celulares. Tais processos séo fortemente interdependentes, de
modo que os produtos ou reagentes de um processo podem regular o desempenho
de outros processos nas células. Nesse contexto, um dos principais objetivos da
biologia molecular é elucidar de forma abrangente tais relacdes. O desenvolvimento
gendmica funcional tem como marco inicial o final da década de 1970 (JARRELL et
al., 2011); tendo como principais objetivos identificar, quantificar e caracterizar os
constituintes dos sistemas bioldgicos. A gendmica funcional utiliza dados oriundos de
todos os niveis da biologia de modo a entender como genoma informa os diversos
fendtipos biolégicos. Desta forma, a gendmica funcional tornou-se essencial para a
compreensao dos mecanismos envolvidos na defesa e/ ou tolerancia a estresses em
plantas (ESPINDOLA et al., 2010).

Como mencionado anteriormente, o déficit hidrico induz uma série de respostas
fisiolégicas e bioquimicas nas plantas (ARAUJO JUNIOR et al., 2019), fazendo com
que elas respondam ao nivel molecular e celular. Estas respostas, por

compreenderem um grande nimero de genes, tém a caracterizacdo molecular global
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bastante dificultada, requerendo novas tecnologias. Neste contexto, a transcriptdmica
como estratégia pode auxiliar.

A transcriptdbmica é um ramo da gen6mica funcional com foco na analise do
transcriptoma. O transcriptoma, por sua vez, é definido como o conjunto total de
moléculas de RNA transcritas em um determinado organismo, tecido ou célula, sendo
ele especifico para um determinado estagio de desenvolvimento ou condicao
fisiologica (WANG et al., 2009). O termo “transcriptoma” foi inicialmente proposto por
Charles Auffray em 1996, e utilizado pela primeira vez em um artigo cientifico no ano
de 1997 (VELCULESCU et al, 1997).

Através da transcriptbmica € possivel caracterizar funcionalmente (Li et al.,
2019) e estruturalmente genes (regides 5 UTR, 3’ UTR, CDS; GUO et al., 2017),
anotar transcritos anteriormente identificados (NUDELMAN et al., 2018), identificar
padrdes de splicing (PERVOUCHINE et al., 2019; FERRARO et al., 2019) e quantificar
as alteracdes nos niveis de expressao génica associadas a condicfes especificas
(QIU et al., 2017; SHUKLA et al., 2019). Além disso, nos ultimos anos diferentes
técnicas oriundas da transcriptbmica também vém sendo utilizadas para a
identificacdo de biomarcadores associados a doencas (PENDER et al., 2021).

A abordagem transcriptdmica compreende uma das principais andlises 6micas
utilizadas para compreender as respostas das plantas as alteraces ambientais. Ao
longo das ultimas décadas, diferentes metodologias transcriptbmicas tém surgido com
0 intuito de analisar transcritos qualitativamente e quantitativamente. Estas diferentes
metodologias podem ser divididas em duas categorias principais. A primeira,
compreende as metodologias fundamentadas na hibridacao; ja a segunda, abrange
as metodologias baseadas no sequenciamento e contagem de transcritos (RANI;
SHARMA, 2017).

Uma das principais representantes da primeira categoria € a técnica de
microarray (SCHENA et al., 1995). A técnica de microarray consiste na hibridacdo do
DNA alvo a uma matriz ordenada de oligonucleotideos (sondas); onde o perfil de
expressdo € gerado através da utilizacdo de marcadores fluorescentes para cada
amostra, e a sobreposicdo grafica das cores permite visualizar quais genes sao
ativados ou reprimidos em situacdes especificas (exemplo amostra tratada versus
amostra controle; STEARS; MARTINSKY; SCHENA, 2003).

No segundo grupo, podem ser citadas as técnicas derivadas da SAGE (Serial
Analyses of Gene Expression; VELCULESCU et al., 1995 e o RNA-seq
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(Sequenciamento de RNA; MORIN et al., 2008). Esta ultima metodologia vem sendo
muito aplicada nos ultimos anos (MARGUERAT; BAHLER, 2010). Nesta técnica,
RNAs de uma amostra sdo extraidos, fragmentados e sequenciados utilizando
métodos de alto rendimento. Apdés a analise dos fragmentos sequenciados, as
chamadas reads poderao ser montadas e/ou mapeadas em um genoma de referéncia
(MARGUERAT; BAHLER 2010) e ap6s a montagem do transcriptoma, o nivel de
expressao para cada um dos transcritos é entdo calculado. Neste caso, o numero de
reads que alinharam com a sequéncia de referéncia reflete a abundancia do mRNA
na amostra (MARGUERAT; BAHLER 2010).

Por sua vez, a partir técnica SAGE (VELCULESCU et al.,, 1995) e suas
variantes LongSAGE (SAHA et al., 2002) e SuperSAGE (MATSUMURA et al., 2003)
possibilitam também gerar perfis de expressdo relacionados com condicdes
especificas (MATZUMURA et al., 2005). A técnica tem como principio a contagem de
transcritos através da analise de pequenos fragmentos denominados tags. Na técnica
SAGE, os mRNAs presentes em uma amostra séo extraidos e convertidos a cDNAs
de cadeia dupla (ds-cDNAs), através da técnica de transcricdo reversa.
Posteriormente, os ds-cDNAs sao digeridos através das enzimas de restricdo Nlalll e
BsmF1, tendo como resultado final tags de 15 pb, que serdo sequenciadas e contadas.
A frequéncia de cada tag na amostra representa o nivel de expressdo do gene
relacionado a cada tag. As tags geradas também sédo utilizadas para identificar os
genes correspondente as mesmas (Figura 12; MATZUMURA et al., 2005). Assim,
técnica SAGE se destaca por permitir analisar quantitativamente e qualitativamente

um grande numero de transcritos, de forma rapida e completa.
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Figura 12 - Resumo esquematico da técnica SAGE
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Apesar da metodologia ser eficiente, o tamanho da tag SAGE original foi um
fator limitante, pois em organismos com genomas complexos, esta tag poderia
acarretar uma anotacao incorreta do gene que a originou. Frente a isso, novas
técnicas foram desenvolvidas a partir da SAGE, como a LongSAGE (SAHA et al.,
2002) e a SuperSAGE (MATZUMURA et al., 2005), diferindo apenas no que diz
respeito as enzimas de restri¢cdo utilizadas e ao tamanho das tags geradas. Na técnica
LongSAGE, a enzima de restricdo Mmel ocupou o lugar da enzima BsmF1, para se
obter fragmentos de 20 pb; entretanto, a tag gerada na LongSAGE também foi
considerada um fator limitante para sua utilizacdo em organismos de genomas
complexos.

A partir da técnica SuperSAGE, tags de 26 pb foram obtidas pela utilizacdo das
endonucleases de restricdo Nlalll e EcoP15l. Dessa forma, a técnica evitava as
limitagGes encontradas tanto na SAGE quanto na LongSAGE (MATSUMURA et al.,
2005). Essa técnica tem sido bastante utilizada na avaliacdo de plantas submetidas a
estresses, tanto por fatores bidticos (FONDEVILLA et al., 2014) como abioticos
(KELISH et al., 2014; FERREIRA-NETO, 2014; DA-SILVA et al., 2017).

Ao se combinar a técnica SuperSAGE com o sequenciamento NGS de alto
rendimento (high-throughput), a técnica denominada HT-SuperSAGE (MATSUMURA
et al.,, 2010), eliminou a necessidade de concatenacdo das tags e clonagens
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bacterianas, se tornando em uma alternativa simples de ser aplicada. As tags
sequenciadas requerem somente contagens e anotacdes via alinhamentos BLAST,
ndo necessitando de grandes recursos de informatica ou mesmo de bioinformética do
que aqueles em uso em um laboratério de biologia molecular, podendo, desta forma,
acelerar a velocidade de aquisicdo de informacfes Uteis ao melhoramento vegetal

convencional.

2.5. A BIOINFORMATICA E OS BANCOS DE DADOS PUBLICOS COM
INFORMACOES UTEIS PARA O MELHORAMENTO VEGETAL

O desenvolvimento das abordagens 6micas gerou um novo campo de estudo,
a bioinformatica. O termo “bioinformatica” pode ser definido como o uso de técnicas
oriundas da matematica, estatistica e da computacdo para a analise de dados
biolégicos (HUERTA et al., 2000). Através da bioinformatica € possivel acessar e
analisar grandes quantidades de dados em um curto periodo de tempo, sendo uma
melhoria significativa em relagdo aos antigos métodos de analise manual
(NASCIMENTO, 2005). Desta forma, diferentes abordagens in silico antecedem
muitos estudos in vitro ou in vivo.

As analises da bioinformatica focam em trés tipos principais de dados:
sequéncias biolégicas (de DNA, RNAs e aminoacidos), estruturas moleculares e
resultados de experimentos 6micos, como dados de expressao génica ou de acumulo
de proteinas (LUSCOMBE; GREENBAUM; GERSTEIN, 2001). A maioria das
abordagens permitem comparar estes dados, tendo como principio semelhancas
biologicas significativas. Nesse contexto, dados oriundos de um determinado
organismo podem ser examinados e comparados a organismos relacionados, de
modo a caracterizar e anotar sequencias biolégicas.

O método mais comumente utilizado na comparacdo, caracterizacdo e
anotacdo de sequéncias biologicas corresponde ao BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool; PEARSON, 2013). Segundo Neumann et al., (2014) a alta popularidade
do BLAST se justifica pela flexibilidade, velocidade e confiabilidade do algoritmo de
pesquisa. Através do BLAST uma sequéncia de consulta (query) pode ser comparada
a sequencias de um banco de dados, de modo a identificar semelhancas
compartilhadas sobre um limite determinado (threshold). O BLAST & comumente

utilizado na atribuicdo de categorias funcionais e taxon6micas a sequéncias.
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Entretanto, a ferramenta pode ser utilizada com diferentes objetivos, entre eles o
estudo do splicing alternativo de mRNAs (KOSCIELNY et al., 2009), a predicao de
primers para PCR (YE et al., 2012), a descoberta de regides conservadas (BORATYN
et al., 2012), e o estudo de vias metabdlicas (FERREIRA-NETO et al., 2021). Desta
forma, a aplicacdo do método corresponde a uma das primeiras etapas da analise de
dados brutos, muitas vezes estendendo-se a mineracdo de dados baseados em
sequéncias (NEUMANN et al., 2014).

Entre as ferramentas da bioinformatica, um método importante para a analise
funcional de dados biolégicos corresponde a anélise dos termos da ontologia genética
(GO). Os termos GO compreendem trés categorias estruturadas hierarquicamente,
que caracterizam produtos génicos em termos de seus processos bioldgicos
associados, funcdes moleculares ou componentes celulares. Através deste método é
possivel realizar uma analise de enriquecimento GO; isto €, identificar quais termos
GO estariam estatisticamente super ou sub representados em um grupo de genes,
transcritos ou proteinas, quanto a um referencial. Nesse sentido, a analise auxilia na
obtencdo de um melhor entendimento sobre o contetdo de informacdo biol6gica
relacionadas a diferentes produtos génicos; principalmente para aqueles que nao
dispdem de maiores informacdes (SHI et al., 2015).

Fundamentais para a organizacdo e disponibilizacdo dos resultados oriundos
das pesquisas citadas anteriormente sdo os bancos de dados publicos (AMBROSINO
et al., 2020). Dentre estes podem ser citados o GenBank (BENSON et al., 2005), o
SWISS-PROT (GASTEIGER; JUNG; BAIROCH, 2001), e o KEGG (KANEHISA;
GOTO, 2000). No GenBank (Genetic Sequence Data Bank), hospedado no NCBI
(National Center for Biotechnology Information), encontram-se depositados conjuntos
de sequéncias de nucleotideos ou de aminoacidos para uma variedade de
organismos. O GenBank foi criado para fornecer e encorajar pesquisadores em todo
o mundo a terem acesso as informacbes de sequenciamento de DNA mais
abrangentes e atualizadas (BENSON et al., 2018). Além das sequéncias depositadas,
estdo também disponiveis dados da literatura sobre anotacfes e func¢des bioldgicas
de sequéncias depositadas (NASCIMENTO, 2005).

O SWISS-PROT, por sua vez, € um banco de dados de sequéncias de
proteinas anotadas e difere de outros bancos de dados por trés critérios: (1) anotacao
(2) redundancia minima e (3) integracdo com outros bancos de dados. Ja o banco de

dados KEGG (Kyoto Encyclopedia Of Genes and Genomes) é responsavel por



44

integrar informacdes gendmicas, quimicas e funcionais. O KEGG inclui trés tipos de
banco de dados: (1) GENES, onde encontram-se depositados conjuntos de genes de
organismos totalmente ou parcialmente sequenciados; (2) PATHWAY, que representa
as redes moleculares em interacéo; e (3) LIGAND, no qual estao representados dados
sobre moléculas intracelulares e informacdes de reacfes enzimaticas e compostos
quimicos (KANEHISA et al., 2000). Vale ressaltar que os bancos de dados citados
anteriormente também hospedam em suas plataformas diferentes ferramentas de
bioinformatica, que possibilitam auxiliar a inferir conhecimentos bioldgicos importantes
em dados de expressédo de genes (SHI-JING et al., 2015).

Essas ferramentas e bancos de dados podem auxiliar no melhoramento do
feijdo-caupi, que no Brasil, devido a importancia da cultura, é alvo de diferentes
estudos, realizados em grande parte pela Embrapa Meio-Norte (Teresina, PI) e alguns
orgaos estaduais, dentre os quais o Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA, Recife,
PE). Normalmente, esses programas sao classicos e tradicionais ho melhoramento
convencional, mas abertos para adicdo de novas tecnologias (FREIRE-FILHO et al.,
2014), até para diminuir o tempo necessario para o desenvolvimento e liberacdo de
novas cultivares, mais adaptados as condicdes de cultivo. Logo, as analises
transcriptbmicas, como a HT-superSAGE, associadas as estratégias de
bioinformética, podem acelerar a obtencdo de informac¢Bes importantes para estes
programas, principalmente no desenvolvimento de novas cultivares mais tolerantes

aos diferentes estresses.
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3 METODOLOGIA

3.1 ORIGEM DOS DADOS DE HT-SUPERSAGE

Os dados de HT-SuperSAGE estavam disponiveis no Lab. de Genética
Molecular de plantas UFPE (Depto de Genética/ CB). Esses dados (descritos
originalmente por Kido et al., 2011) compreendem tags de 26 pb de duas cultivares
de V. unguiculata, Pingo de Ouro (PO; tolerante) e Santo Inacio (Sl, sensivel),
indicadas como contrastantes a seca pelo Programa de Melhoramento de Feijao-caupi
da Embrapa Meio-Norte (Teresina, PI).

As tags foram geradas de um ensaio conduzido na Embrapa Soja (Londrina,
PR), cujos procedimentos foram descritos em Ferreira Neto et al. (2013), e no qual a
cultivar sensivel e a tolerante foram cultivadas em sistema hidrop6nico. Ao atingirem
o estadio de desenvolvimento V2 (15 dias), parte das plantas foram suspensas do
meio liquido, tendo suas raizes expostas ao ar, por periodos de 25 minutos,
totalizando 150 minutos, em seis tempos de coleta. RNAs totais foram extraidos
(RNeasy Mini kit, Qiagen®) das raizes coletadas nos tempos estabelecidos, gerando
quatro bibliotecas HT-SuperSAGE, que foram sequenciadas via Illumina Genome
Analyzer Il: SI_TO (cultivar Santo Inacio, controle sem estimulo), SI_T1-T6 (cultivar
Santo Inéacio, amostra conjunta dos tempos com exposicdo, de 1 a 6), PO_TO (cultivar
Pingo de ouro, controle sem estimulo) e PO_T1-T6 (cultivar Pingo de ouro, amostra
conjunta dos tempos com exposicdo, de 1 a 6). A amostra conjunta foi composta de
guantidades similares de RNAs extraidos de cada tempo de coleta, cultivar e
tratamento.

Apéds sequenciamento, foram identificadas as unitags (as diferentes tags de 26
pb) e aquelas consideradas diferencialmente expressas (DE), a partir de testes Audic-
Claverie (p < 0,05), implementado no software DiscoverySpace (v.4.01; Robertson et
al., 2007), foram classificadas em induzidas (UR, up-regulated) ou reprimidas (DR,
down-regulated; Figura 13).
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Figura 13 - Resumo esquematico da obtencédo das tags HT-SuperSAGE do feijao-caupi apés estimulo

de desidratagao radicular (até 150 min.).
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Fonte: Valquiria da Silva (2021).

3.2 OBTENCAO DOS TRANSCRITOS E PROTEINAS DE V. unguiculata
RELACIONADOS AS VIAS DE SINALIZACAO POR FITOHORMONIOS

Os transcritos e proteinas relacionados com as vias de transducédo de sinal por
fitormonios (Plant Hormone Signal Transduction) foram obtidos de trés modos
independentes. Inicialmente, foram recuperados 319 transcritos e proteinas
envolvidos com as vias de transducgéao de sinal por AUX, CK, GA, ABA, JA, ETH, SA
e BR através da base de dados KEGG (http://www.genome.jp/kegg/), para V.
unguiculata (figura 14). Para cada sequéncia também foi recuperado o identificador
KO (Kegg Ortholog). Em paralelo, as proteinas de V. unguiculata, recuperadas da
base de dados Genbank (41.173; NCBI, http://www.ncbi.nim.nih.gov/), foram

submetidas as ferramentas de anotagdo automatica  KofanKOALA
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(https:/Iwww.genome.jp/tools/kofamkoala/) e KAAS
(https:/lwww.genome.jp/kegg/kaas/), no intuito de recuperar para cada sequéncia o
identificador KO, e através dele identificar a via KEGG que a possivel via KEGG a
sequéncia proteica estaria vinculada.

Posteriormente, os componentes da via de sinalizagdo por estrigolactonas
(SLs) e componentes ndao depositados no modelo KEEG das demais vias, foram
identificados inicialmente na espécie modelo A. thaliana, através da busca de
proteinas na base de dados UniProt/SuissProt (https://www.uniprot.org/).
Posteriormente, as mesmas sequéncias foram alinhadas via BLASTp contra proteinas
de V. unguiculata da base Genbank (NCBI). Para cada sequéncia proteica de
referéncia foi eleito o melhor hit de V. unguiculata, do melhor alinhamento seguindo
0S parametros: menor e-value, maior Score, e maior percentual de cobertura.
Transcritos de V. unguiculata referentes a cada uma dessas proteinas também foram

recuperados.



Figura 14 - Modelo das vias de transducédo de sinal por fitormdnios (Plant Hormone Signal
Transduction) disponivel na base de dados KEGG para V. unguiculata.
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3.3 EXPRESSAO DOS TRANSCRITOS DAS VIAS DE TRANSDUCAO DE SINAL
POR FITOHORMONIOS EM V. unguiculata COM BASE EM UNITAGS HT-
SUPERSAGE

As unitags HT-SuperSAGE foram alinhadas (BLASTn) a transcritos curados
das vias de sinalizacéo por fitormonios (AUX, CK, GA, ABA, JAs, ETH, SA, BRs e SL),
de V. unguiculata. Alinhamentos validos apresentaram: a) unitag presente na regiao
codificadora da proteina (CDS); b) e-value (cutoff) <10-4; ¢c) maximo de um mismatch
em 26 pb (tamanho da unitag); d) sitio CATG integro na extremidade 5” do transcrito
(sitio de reconhecimento da enzima Nlalll previsto no protocolo SuperSAGE). Todas
as unitags observadas alinhadas em um mesmo transcrito foram consideradas na
expressao in silico desse transcrito. Assim, as abundancias de cada transcrito de cada
cultivar foram comparadas considerando as presencas nas bibliotecas apds estimulo,
em relacdo ao controle sem o estimulo, e os valores de p-value foram estimados de
testes Audic-Claverie, através da ferramenta online ACDtool (Ferramenta 2 -
Comparison of two tables of counts of the same rare events ; http://www.igs.cnrs-
mrs.fr/acdtool/home.php), verificando se as abundancias das unitags descendem de
distribuicdes de Poisson com médias iguais ou proporcionais ao tamanho da amostra.
Os valores foram ajustados (g-value) para correcéo de erros tipo | (FDR) executando
0 método Benjamini & Hochberg (BENJAMINI; HOCHBERG, 1995) no pacote R Stats
v3.6.2.

As contagens das unitags por transcritos foram normalizadas inicialmente pelo
total de tags em cada biblioteca e, em seguida, normalizadas considerando um milh&o
de transcritos por biblioteca (RPM); e para cada transcrito foi calculado o valor de FC
(fold change ou modulacédo da expresséo) pela razdo (R) entre as frequéncias
normalizadas no tratamento pelo respectivo controle negativo, similar ao realizado
para as unitags. Transcritos que apresentaram FDR <0,01, e log2FC >1 foram
declarados diferencialmente expressos (DE) e estatisticamente induzidos (UR, up-
regulated) e aqueles com FRD <0,01 e log2FC <-1, declarados reprimidos (DR, down-
regulated).

Diagramas de Venn, gerados pela ferramenta online Venny 2.1
(https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/) identificaram transcritos DE com expressao

contrastante entre as cultivares (ex: UR na cultivar tolerante e DR ou n.s. na sensivel).
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3.4 CONSTRUCAO DE HEATMAPS

Perfis de expressao (heatmaps) foram gerados para transcritos DE, com o
auxilio do software TBtolls (https://github.com/CJ-Chen/TBtools), a partir dos valores
FC dos transcritos, comparando duas situacfes (tratamento e controle negativo), e

uso de parametros sugeridos para o software.

3.5 ANALISE DE ENRIQUECIMENTO DE FATORES DE FATORES DE
TRANSCRICAO ASSOCIADOS COM TRANSCRITOS UR DAS VIAS DE
SINALIZACAO POR FITOHORMONIOS

A andlise de enriquecimento de FTs identificou aqueles mais representados
interagindo com o conjunto de transcritos das vias de sinalizacdo por fitormoénios
induzidos na resposta ao estimulo aplicado de cada cultivar. As analises (TF
enrichement analysis; p-value < 0,05; methods: motif) para cada via de sinalizacao
foram feitas com a ferramenta on-line PlantRegMap
(http://plantregmap.cbi.pku.edu.cn/). Os FTs exclusivamente relacionados com
transcritos UR de cada cultivar, bem como aqueles compartilhados foram comparados

em diagramas de Venn.

3.6 PREDICAO DA REDE PPl (INTERACOES PROTEINA-PROTEINA)
ASSOCIADAS AOS TRANSCRITOS UR DAS VIAS DE SINALIZAGCAO POR
FITOHORMONIOS

Uma analise de interacdo proteina-proteina (PPI) foi conduzida utilizando os
dados disponiveis no banco STRING (versao 11.0b; https://string-db.org/) previstos
para a espécie A. thaliana, em razdo da auséncia de dados PPI para a espécie V.
unguiculata. Assim, apoés identificar as proteinas similares aquelas de V. unguiculata,
relacionadas exclusivamente com transcritos UR de cada cultivar, estas foram
submetidas, de modo independente, ao banco de dados STRING, através da opc¢éo
“Multiple Sequences”. Nas configuragdes basicas, as fontes de interagdes: mineragao
de texto, experimentos, bancos de dados, co-expressao, vizinhanga, fusdo génica e
co-ocorréncia, foram selecionadas para a construcao das redes PPI, tendo-se definido

o valor 0,4 como threshold para o score de interagéo, representando um grau de
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confianca média para as interacdes. Foram definidos o nimero maximo de interatores:
“ndo mais que 10 interatores” na opcgao 1st shell, e “ndo mais que 20 interatores” na
opcéao 2st shell.

O banco STRING também foi utilizado na analise de enriquecimento funcional
da rede de interacdo, identificando processos biologicos, funcdes moleculares e
componentes celulares significativamente enriquecidos, através do método Aggregate

Fold Change, conforme descrito em Yu et al. (2017).

3.7 SELECAO DE GENES ALVOS E DESENHO DE PRIMERS PARA RT-QPCR

Candidatos das vias de sinalizacdo por fitormdnios foram selecionados para
validacdo via RTqPCR, tendo por base a expressao in silico dos transcritos. Foram
escolhidos, prioritariamente, transcritos com expressao contrastantes entre os bulks
analisados (ex: UR no bulk tolerante e DR ou n.s no bulk sensivel), além da modulacao
da expresséo do transcrito (valores de FC). Primers foram propostos pela ferramenta
Primer-BLAST (YE et al.,, 2012; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast), a
partir dos parametros: tamanho do primer (pb): minimo de 20, 6timo de 22 e maximo
de 24 pb; tamanho do amplicom (pb): de 80 a 150; TM (temperatura de dissocia¢ao)
do primer (°C): minima de 58, 6tima de 60 e maxima de 62; Temperatura de melting
do produto (°C): minima de 75, 6tima de 85 e maxima de 95; conteldo GC (%):
variacdo de 45 a 55; CG clamp: 1. Demais parametros seguiram o padréo determinado
pelo programa.

O resumo das etapas de trabalho adotadas no presente estudo encontra-se

resumidas na figura 15.
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Figura 15 - Resumo esquematico das metodologias empregadas no presente estudo.
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4 RESULTADOS

4.1 OS TRANSCRITOS E PROTEINAS DE V. unguiculata ASSOCIADOS AS VIAS
DE SINALIZACAO POR FITOHORMONIOS

No total foram identificadas 630 sequéncias nucleotidicas de V. unguiculata e
respectivas proteinas, distribuidas nas vias de sinalizacédo por AUX, CK, GAs, ABA,
JAs, ETH, SA, BRs e SLs (Tabela 1; Apéndice A).

Tabela 1 — NUumero de componentes e de transcritos com respectivas proteinas de V. unguiculata
previstos para as vias de sinalizagéo por Auxina (AUX), Citocinina (CK), Giberelina (GAs), Acido
abscisico (ABA), Jasmonato (JAs), Etileno (ETH), Acido salicilico (SA), Brassinoesteroides (BRs) e
estrigolactonas (SL). *Variacdo do nimero minimo e maximo de transcritos com proteinas para um

componente da via.

Via N° de componentes N°de sequéncias  Variacao*
AUX 10 210 8-81

CK 6 50 3-17

GA 4 20 4-8

ABA 8 141 1-51

JA 5 20 2-9

ETH 8 47 1-13

AS 4 66 5- 37

BR 11 52 1-11

SL 4 24 1-16

Fonte: Valquiria da Silva (2021).

4.2 A EXPRESSAO IN SILICO DOS TRANSCRITOS DAS VIAS DE SINALIZAC}AO
POR FITOHORMONIOS TENDO POR BASE AS UNITAGS HT-SUPERSAGE
DE V. unguiculata

Das 149.305 unitags HT-SuperSAGE de V. unguiculata disponiveis,
relacionadas ao estimulo de desidratagdo radicular, alinhamentos validos (BLASTn,
e-value < 0,005, maximo de um mismatch no alinhamento tag-EST, inicio 5° CATG
integro e alinhamentos plus/plus com a CDS), contra 630 transcritos V. unguiculata
previstos para as vias de transducédo de sinal por fitormdnios, identificaram 1.122

unitags alinhadas com 471 transcritos de referéncia.
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As unitags de cada transcrito permitiram inferir a expressao in silico destes, sob
as condicdes de estudo. Destes transcritos de V. unguiculata previstos nas vias de
sinalizacdo por fitormonios, e que ancoraram unitags, 260 foram declarados
estatisticamente DE, ap0s o estimulo aplicado. Transcritos induzidos (UR), reprimidos
(DR) e de expressao nao significativa (n.s), das respostas das cultivares para cada
via de sinalizacdo, sdo mostrados na figura 16. E notavel a diferenca em transcritos
UR, DR e n.s. nas respostas das duas cultivares. A cultivar tolerante (Pingo de Ouro)
expressou 146 transcritos UR, 35 DR e 78 n.s., referentes as nove vias analisadas. J&

a cultivar sensivel (Santo Inacio), expressou 81 UR, 80 DR e 99 n.s.

Figura 16 - Distribuicéo dos transcritos induzidos (UR, coluna vermelha), reprimidos (DR, em azul) e
n.s (p-value < 0,05 e FDR < 0,01, em cinza) das vias de transduc&o de sinal por Auxina (AUX), Acido
Abscisico (ABA), Giberelina (GAs), Citocinina (CKs), Jasmonato (JAs), Etileno (ETH),
Brassinoesterdide (BRs), Acido Salicilico (SA) e Estrigolactonas (SLs), das respostas das cultivares
tolerante (PO: Pingo de ouro) e sensivel (SI: Santo In4cio) de V. unguiculata apés exposi¢éo das
raizes ao ar (até 150 min), conforme expressdes de unitags HT-SuperSAGE
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Fonte: Valquiria da Silva (2021).

Transcritos exclusivos de cada cultivar ou compartilhados, de mesma
regulacdo ou divergentes, entre as cultivares sensivel e tolerante de V. unguiculata,
também foram identificados (Figura 17). Assim, na resposta sensivel, 21 e 56
transcritos foram exclusivamente induzidos e reprimidos. Na resposta tolerante, esses
valores foram 71 e 27 transcritos, respectivamente. Além disso, 17 transcritos

apresentaram regulacdes divergentes, sendo induzidos na resposta tolerante e
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reprimidos na resposta sensivel. De modo anélogo, 1 transcrito foi reprimido na
resposta tolerante e induzido na resposta sensivel. De modo geral, ao comparar 0s
dois perfis de expressao, nota-se um maior potencial de inducéo da expresséo de

genes na resposta tolerante do feijdo-caupi do que na resposta sensivel.

Figura 17 - Transcritos das vias de sinalizacdo por fitorménios: UR (induzidos) e DR (reprimidos) nas
cultivares tolerante (PO: Pingo de Ouro) e sensivel (Sl: Santo Inacio) de V. unguiculata, em resposta
ao estimulo de desidratacéo radicular (de até 150 min).

DR SI UR PO

Fonte: Valquiria da Silva (2021).

43 O PERFIL TRANSCRICIONAL DAS VIAS DE SINALIZACAO POR
FITORMONIOS EM CULTIVARES DE V. unguiculata APOS RAIZES SEREM
EXPOSTAS AO AR

4.3.1 Auxina

A regulacao transcricional da via de sinalizagdo por AUX em respostas das
duas cultivares de feijao-caupi apos exposicéo das raizes ao ar (de até 150 min) é
mostrada na figura 18. As principais respostas transcricionais divergentes entre as
duas cultivares estiveram relacionadas com os componentes ABP1, PINs, AFBs,
SAUR e ARFs.
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Figura 18 - Via de transducao de sinal por Auxina em resposta ao estimulo de desidratacdo radicular
(em até 150 min) nas cultivares sensivel (a) e tolerante (b) de V. unguiculata. Destacados em
vermelho 0os componentes com transcritos majoritariamente de expresséo induzida; em azul,

componentes com transcritos com expressao reprimida; em amarelo, componentes com transcritos

com expresséo induzida ou reprimida; e em cinza, componentes com transcritos ndo diferencialmente
expressos (p < 0,05; FDR < 0,01).
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Fonte: Valquiria da Silva (2021).

A modulacao da expressao dos componentes da via de sinalizagdo por AUX
encontra-se representada na figura 19; e os dados de regulagéo e valores de FC de
cada transcrito, das respostas tolerante e sensivel, encontram-se disponiveis no
apéndice B. Dos 210 transcritos de V. unguiculata previstos para a via de transducéao
de sinal por AUX, 69 transcritos foram declarados DE ap0s exposi¢céo ao estimulo de
desidratacdo radicular. Na resposta sensivel, os totais de transcritos UR, DR e n.s.
foram 19, 21 e 29 respectivamente. Na resposta tolerante, estes foram 36, 10 e 23
respectivamente. Ao comparar as duas respostas, observa-se que ha uma tendéncia

maior a inducdo na resposta tolerante (PO), do que na resposta sensivel (Sl).
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Figura 19 - Modulacdo da expressao dos componentes da via de sinalizacéo por AUX. Na figura, os

transcritos induzidos e reprimidos encontram-se representados pelas cores vermelho e azul,
respectivamente, e a intensidade das cores aumenta de acordo com as diferencas de expressao
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4.3.2 Acido abscisico

A regulacéo transcricional dos genes da via de transducédo de sinal por ABA,
nas respostas das duas cultivares de feijdo-caupi ap0s o estimulo, € mostrada na
Figura 20. Divergéncias na regulacao da expressao dos transcritos relacionados aos
componentes AIT5, PYR/PYL, PP2C, SnRK2 e ABF foram observadas ao comparar

as duas respostas.

Figura 20 - Via de transduc&o de sinal por Acido Abscisico (ABA) em resposta ao estimulo de
desidratacao radicular (de até 150 min) das cultivares sensivel (a) e tolerante (b) de V. unguiculata.
Destacados em vermelho 0os componentes com transcritos majoritariamente de expresséo induzida;
em azul, transcritos com expressao reprimida; em amarelo, transcritos com expressao induzida ou

reprimida; e em cinza, transcritos ndo diferencialmente expressos (p < 0,05; FDR < 0,01).
a)
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DNA
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; PYR/ PYL
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PDRs
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Fonte: Valquiria da Silva (2021).

A modulacao da expressdo dos componentes da via de sinalizacdo por ABA
encontra-se representada na figura 21, e os dados de regulacéo e valores de FC de
cada transcrito, das respostas tolerante e sensivel, encontram-se disponiveis no
apéndice C. Na via de sinalizacdo por ABA, dos 138 transcritos previstos, 56 foram
declarados DE nas respostas das cultivares de feijao-caupi apds o estimulo; e, dos
oito componentes previstos, apenas ABI5 ndo apresentou transcrito DE em ambas
respostas. Na resposta sensivel, os transcritos UR, DR e n.s. foram 17, 32 e 16,
respectivamente. Na resposta tolerante foram 27, 5 e 24, respectivamente. Ao
comparar as duas respostas, uma maior tendéncia de inducdo € observada na

resposta tolerante em relagéo a resposta sensivel.
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Figura 21 - Modulagdo da expressao dos componentes da via de sinalizagédo por ABA. Na figura, os

transcritos induzidos e reprimidos encontram-se representados pelas cores vermelho e azul,
respectivamente, e a intensidade das cores aumenta de acordo com as diferencas de expressao.
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4.3.3 Giberelina

A regulacdo transcricional de genes da via de sinalizacdo por GA, nas
respostas das duas cultivares de feijao-caupi apés o estimulo aplicado, encontra-se
na Figura 22. Nota-se que trés dos quatro componentes previstos para a via se
sinalizacdo por GA apresentaram transcritos DE, os quais foram majoritariamente

reprimidos na resposta tolerante.

Figura 22 - Via de transdugéo de sinal por Giberelina (GA) em resposta ao estimulo de desidratagéo
radicular (de até 150 min) das cultivares sensivel (a) e tolerante (b) de. Destacados em azul os
componentes com transcritos de expressao majoritariamente reprimida; em amarelo, transcritos com
expresséo induzida ou reprimida; e em cinza, transcritos ndo diferencialmente expressos (p < 0,05;

FDR < 0,01).
a)
GID2
tu DNA
dnerpentidss eI DELLA -
GA
b)
GID2
+u DNA
Bl_ossmte's_e de &I SELlA -
diterpendides GA

Fonte: Valquiria da Silva (2021).

A modulacéo da expressao dos componentes da via de sinalizacdo por GA
encontra-se representada na figura 23, e os dados de regulacéo e valores de FC de
cada transcrito, das respostas tolerante e sensivel, encontram-se disponiveis no
apéndice D. Dos 20 transcritos previstos na via de sinalizacdo por CK, 7 foram
declarados DE ap6s o estimulo aplicado. Na resposta sensivel, os totais de transcritos
UR, DR e n.s. foram 1, 1 e 5 respectivamente. Na resposta tolerante, estes foram 0, 5

e 2 respectivamente.
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Figura 23 - Modulacdo da expressdo dos componentes da via de sinalizacdo por GA. Na figura, os
transcritos induzidos e reprimidos encontram-se representados pelas cores vermelho e azul,
respectivamente, e a intensidade das cores aumenta de acordo com as diferencas de expressao.
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Fonte: Valquiria da Silva (2021).

4.3.4 Citocinina

A regulacéo da expressédo de genes da via de transducao de sinal por CK, em
respostas ao estimulo de desidratacao radicular, das cultivares sensivel e tolerante
de feijdo-caupi, € mostrada na Figura 24. Ao comparar as duas respostas, observa-se

gue as regulacdes transcricionais foram bastante divergentes.

Figura 24 - Via de transdugéo de sinal por Citocinina (CK) em resposta ao estimulo de desidrata¢ao
radicular (de até 150 min) nas cultivares sensivel (a) e tolerante (b) de V. unguiculata. Destacados em
vermelho os componentes com transcritos majoritariamente de expressao induzida; em azul,
transcritos com expressao reprimida; em amarelo, transcritos com expressao induzida ou reprimida;
em cinza, transcritos ndo diferencialmente expressos (p < 0,05; FDR < 0,01).
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Fonte: Valquiria da Silva (2021).
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A modulagéo da expressao dos componentes da via de sinalizagdo por CK
encontra-se representada na figura 25; e os dados de regulacéo e valores de FC de
cada transcrito, das respostas tolerante e sensivel, encontram-se disponiveis no
apéndice E. Dos 50 transcritos previstos na via de sinalizagdo por CK, 28 foram
declarados DE ap0s o estimulo aplicado. Na resposta sensivel, os totais de transcritos
UR, DR e n.s. foram 11, 7 e 10 respectivamente. Na resposta tolerante, estes foram
9, 9, e 10 respectivamente. Todos 0s componentes da via apresentaram transcritos
DE, sendo o numero de transcritos induzidos e reprimidos similares nas duas

respostas.

Figura 25 - Modulacdo da expressdo dos componentes da via de sinalizagédo por CK. Na figura, os
transcritos induzidos e reprimidos encontram-se representados pelas cores vermelho e azul,
respectivamente, e a intensidade das cores aumenta de acordo com as diferencas de expresséao.
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Fonte: Valquiria da Silva (2021).

4.3.5 Jasmonato

A regulacéo transcricional dos genes da via de sinalizacdo por JAs, nas
respostas das cultivares de feijdo-caupi apés o estimulo, € mostrada na Figura 26.

Todos 0s componentes previstos na via apresentaram transcritos DE apos o estimulo
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aplicado. Uma auséncia de transcritos reprimidos na resposta tolerante foi observada,
e a principal divergéncia na comparacdo das respostas transcricionais das duas
cultivares envolveu transcritos JAR1, COI1 e JAZ induzidos na resposta tolerante e

reprimidos na resposta sensivel.

Figura 26 - Via de transdugéo de sinal por Jasmonato (JA) em resposta ao estimulo de desidratacéo
radicular (de até 150 min) nas cultivares sensivel (a) e tolerante (b) de V. unguiculata. Destacados em
vermelho os componentes com transcritos de expressédo majoritariamente induzida; em azul os
componentes com transcritos de expressdo majoritariamente reprimida; em amarelo, transcritos com
expressdo induzida ou reprimida (p < 0,05; FDR < 0,01).
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Fonte: Valquiria da Silva (2021).

A modulacdo da expressdo dos componentes da via de sinalizagcdo por JAs
encontra-se representada na figura 27; e os dados de regulacéo e valores de FC de
cada transcrito, das respostas tolerante e sensivel, encontram-se disponiveis no
apéndice F. Dos 20 transcritos previstos na via de sinalizacdo por JAs, 14 foram
declarados DE ap06s o estimulo aplicado. Na resposta sensivel, os totais de transcritos
UR, DR e n.s. foram 7, 3 e 4 respectivamente. Na resposta tolerante, estes foram 12,

0 e 2 respectivamente.
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Figura 27 - Modulacdo da expressdo dos componentes da via de sinalizacdo por JAs. Na figura, os
transcritos induzidos e reprimidos encontram-se representados pelas cores vermelho e azul,
respectivamente, e a intensidade das cores aumenta de acordo com as diferencas de expressao.
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Fonte: Valquiria da Silva (2021).

4.3.6 Etileno

A regulacao transcricional dos genes da via de transducao de sinal por ETH em
resposta ao estimulo aplicado, nas respostas das cultivares sensivel e tolerante de
feijdo-caupi, € mostrada na Figura 28. Ao comparar as duas respostas, nota-se que
as principais divergéncias transcricionais envolveram os componentes ETR, CTR1,
SIMKK e EIN2.
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Figura 28 - Via de transducao de sinal por Etileno (ETH) em resposta ao estimulo de desidratacédo
radicular (de até 150 min) nas cultivares sensivel (a) e tolerante (b) de V. unguiculata. Destacados em
vermelho 0s componentes com transcritos majoritariamente de expresséo induzida; em azul, os
componentes com transcritos com expressao reprimida, e em cinza, 0s componentes com transcritos

nao diferencialmente expressos (p < 0,05; FDR < 0,01).
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Fonte: Valquiria da Silva (2021).

A modulacdo da expressdo dos componentes da via de sinalizacdo por ETH
encontra-se representada na figura 29; e os dados de regulacéo e valores de FC de
cada transcrito, das respostas tolerante e sensivel, encontram-se disponiveis no
apéndice G. Dos 47 transcritos de V. unguiculata previstos na via de sinalizacao por
ETH, 25 foram declarados DE nas respostas das cultivares de feijao-caupi apos o
estimulo. Na resposta sensivel os transcritos com expressédo UR, DR e n.s. foram 8,
10 e 7, respectivamente. Na resposta tolerante foram 19, 0 e 6, respectivamente.
Aparentemente, a resposta tolerante parece induzir mais e reprimir menos, em relacéo

a resposta sensivel.
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Figura 29 - Modulacdo da expressdo dos componentes da via de sinalizacdo por ETH. Na figura, os
transcritos induzidos e reprimidos encontram-se representados pelas cores vermelho e azul,
respectivamente, e a intensidade das cores aumenta de acordo com as diferencas de expresséo.
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Fonte: Valquiria da Silva (2021).

4.3.7 Brassinosterdides

A regulacéo transcricional dos genes da via de transducéo de sinal por BRs em
resposta ao estimulo aplicado, nas respostas das cultivares sensivel e tolerante de
feijdo-caupi, € mostrada na Figura 30. As respostas transcricionais das cultivares

mostraram divergéncia na regulacédo da maioria dos componentes da via.
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Figura 30 - Via de transducao de sinal por Brassinosterdides (BR) em resposta ao estimulo de
desidratacao radicular (de até 150 min) nas cultivares sensivel (a) e tolerante (b) de V. unguiculata.
Destacados em vermelho os componentes com transcritos de expressdo induzida; em azul, os
componentes com transcritos com expressado reprimida; em amarelo, 0s componentes com transcritos
com expressédo induzida ou reprimida, e em cinza, transcritos ndo diferencialmente expressos (p <
0,05; FDR < 0,01).
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Fonte: Valquiria da Silva (2021).

A modulacao da expressdo dos componentes da via de sinalizagcado por BRs
encontra-se representada na figura 31; e os dados de regulacéo e valores de FC de
cada transcrito, das respostas tolerante e sensivel, encontram-se disponiveis no
apéndice H. Na via, 10 dos 11 componentes previstos apresentaram transcritos DE
apos exposicdo ao estimulo. Dos 52 transcritos de V. unguiculata previstos para a via
de transducéo de sinal por BRs, 21 transcritos foram declarados DE apés exposi¢cao
ao estimulo de desidratacdo radicular. Na resposta sensivel, os totais de transcritos
UR, DR e n.s. foram 7, 6 e 8, respectivamente. Na resposta tolerante, estes foram 14,
3 e 4, respectivamente. Ao comparar as cultivares nota-se uma maior tendéncia a

inducéo da via na resposta tolerante do que na resposta sensivel.
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Figura 31 - Modulacdo da expressdo dos componentes da via de sinalizacdo por BRs. Na figura, os
transcritos induzidos e reprimidos encontram-se representados pelas cores vermelho e azul,
respectivamente, e a intensidade das cores aumenta de acordo com as diferencas de expressao.
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Fonte: Valquiria da Silva (2021).

4.3.8 Acido Salicilico

A regulacdo da expressdo dos genes da via de sinalizacdo por SA, nas
respostas das duas cultivares de feijdo-caupi apos o estimulo, € mostrada na Figura
32. Todos os componentes previstos na via apresentaram transcritos DE ap0s o
estimulo aplicado, e as respostas das cultivares sensivel e tolerante mostraram haver

divergéncias transcricionais.
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Figura 32 - Via de transducéo de sinal por Acido Salicilico (SA) em resposta ao estimulo de
desidratacao radicular (de até 150 min) nas cultivares sensivel (a) e tolerante (b) de V. unguiculata.
Destacados em vermelho os componentes com transcritos de expressdo induzida; em azul, os
componentes com transcritos de expressao reprimida; em amarelo, os componentes com transcritos
de expressao induzida ou reprimida, e em cinza, transcritos ndo diferencialmente expressos (p < 0,05;

FDR < 0,01).
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Fonte: Valquiria da Silva (2021).

A modulacdo da expressdo dos componentes da via de sinalizacdo por SA
encontra-se representada na figura 33; e os dados de regulacéo e valores de FC de
cada transcrito, das respostas tolerante e sensivel, encontram-se disponiveis no
apéndice |. Dos 66 transcritos de V. unguiculata previstos na via de sinalizagéo por
SA, 21 foram declarados DE nas respostas das cultivares de feijdo-caupi apos o
estimulo. Na resposta sensivel os transcritos com expressdo UR, DR e n.s. foram 10,
6 e 5, respectivamente. JA na resposta tolerante esses valores foram 14, 3, 4,

respectivamente.
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Figura 33 - Modulacdo da expressao dos componentes da via de sinalizacdo por SA. Na figura, os
transcritos induzidos e reprimidos encontram-se representados pelas cores vermelho e azul,
respectivamente, e a intensidade das cores aumenta de acordo com as diferencas de expresséo.
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Fonte: Valquiria da Silva (2021).

4.3.9 Estrigolactonas

A via de sinalizacdo por SL, recriada com base na expressao in silico de seus
transcritos, das respostas das duas cultivares de feijdo-caupi apds a exposicao ao
estimulo, € mostrada na Figura 34. Na comparacdo das respostas, percebeu-se
divergéncias na regulacdo da maioria dos componentes da via.

A modulacdo da expressdo dos componentes da via de sinalizacdo por SL
encontra-se representada na figura 35; e os dados de regulagéo e valores de FC de
cada transcrito, das respostas tolerante e sensivel, encontram-se disponiveis no
apéndice J. Dos 24 transcritos previstos, 20 foram declarados DE apds o estimulo. Na
resposta sensivel, os totais de transcritos UR, DR e n.s. foram 2, 3 e 15,

respectivamente. Na resposta tolerante, estes foram 16, 0 e 4, respectivamente.



71

Figura 34 - Via de transducéo de sinal por estrigolactonas (SL) em resposta ao estimulo de
desidratacao radicular (de até 150 min) nas cultivares sensivel (a) e tolerante (b) de V. unguiculata.
Destacados em vermelho os componentes com transcritos de expressdo induzida; em azul, os
componentes com transcritos de expressao reprimida; e em cinza, 0s componentes com transcritos
nao diferencialmente expressos (p < 0,05; FDR < 0,01).
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Fonte: A autora (2021).

Figura 35 - Modulagdo da expressao dos componentes da via de sinalizag&o por SL. Na figura, os
transcritos induzidos e reprimidos encontram-se representados pelas cores vermelho e azul,
respectivamente, e a intensidade das cores aumenta de acordo com as diferencas de expressao.
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4.4 OS FTS ENRIQUECIDOS ASSOCIADOS AOS TRANSCRITOS UR EXPRESSOS
NAS VIAS DE SINALIZACAO POR FITORMONIOS

Os transcritos induzidos na resposta da cultivar PO e da Sl foram avaliados,
em separado, quanto aos potenciais FTs que interagiriam com os promotores dos
genes codificadores daqueles transcritos, sendo aqueles enriquecidos os mais
representados nas interagdes com aqueles alvos. Da resposta de PO foram previstos
712 FTs e 1.299 regulacbes, sendo 98 os enriquecidos (436 regulacdes). J&4 na
resposta de Sl foram 596 FTs e 904 regulacdes, sendo 89 os enriquecidos (353
regulacdes). Comparando os FTs enriquecidos, 67 FTs foram observados nas duas
respostas, outros 31 foram exclusivos da resposta PO, e outros 22 da resposta Sl
(Figura 36).

Figura 36 - Numero de fatores de transcri¢cao previstos na regulacé@o de transcritos de feijdo-caupi
induzidos (UR, up-regulated) nas vias de sinalizag&o por fitormdnios, apds um estimulo de
desidratacao radicular. A resposta da cultivar tolerante Pingo de Ouro (PO) estd em destaque em
azul, e a resposta da cultivar sensivel Santo Inacio (SlI), em amarelo. NUmeros nos retangulos
indicam as intera¢fes preditas entre os FTs e os transcritos UR de cada resposta.

UR PO UR SI

22 > 54

- e

Fonte: Valquiria da Silva (2021).

Os FTs preditos nas duas respostas cobriram 22 familias (figura 37). Na
resposta de PO, os FTs com mais regulagbes foram das familias BBR-BPC,
MIKC_MADS, C2H2, bHLH e ERF. Na resposta de Sl, agueles com mais regulacdes
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foram das familias BBR-BPC, MIKC_MADS, Dof, bHLH e ERF. FTs das familias Nin-

LIKE e AP2 interagiram apenas com transcritos UR da resposta Sl.

Figura 37 - Familias de FTs e quantidades de interag@es preditas com transcritos UR das respostas
tolerante (da cultivar Pingo de Ouro; amarelo) e sensivel (Santo Inacio; azul) apds desidratagdo de

raizes.
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Fonte: Valquiria da Silva (2021).

Na resposta de PO, varios FTs interagiram com transcritos de diferentes vias
de sinalizacdo por fitormbénios. Por exemplo, os FTs Vang01g18260,
Vang0537s00150, Vang0070s00260 (bHLH) e Vang05g02710 (BBR-BPC) regulariam
transcritos de 4 vias de sinalizacdo por fitorménios. Ja& na resposta Sl, os FTs
Vang04g06720 (MIKC_MADS) e Vang05g02710 (BBR-BPC) regulariam genes de

diferentes vias de sinalizacdo por fitorménios.

45 A REDE PPl ASSOCIADA AOS TRANSCRITOS UR DAS VIAS DE
SINALIZACAO POR FITOHORMONIOS DE CADA CULTIVAR, EM RESPOSTA
AO ESTIMULO APLICADO

Com base nos transcritos UR da resposta tolerante e da sensivel foram preditas
as redes de interacdes proteina-proteina (PPIl), tendo como modelo A. thaliana.

Nessas redes, as proteinas séo representadas por nés, e as relagdes de interagéo,
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por arestas, cujas cores representam evidéncias utilizadas nas previsbes das
associacdes. A cor vermelha € indicativa de fusdo génica; verde, de genes vizinhos;
azul, de co-ocorréncia; roxa, de resultados experimentais; amarela, de mineracao de
texto; azul, de evidéncias de banco de dados, e preta, de coexpresséo.

O interatoma dos transcritos UR exclusivos da resposta sensivel de Sl é dado
na figura 38, cuja lista das proteinas presentes na rede PPl € dada no apéndice K. Os
21 transcritos UR ap0s o estimulo de desidratagéo radicular de Sl foram associados
a 19 ortélogos de A. thaliana. A rede PPI apresentou 218 interagfes envolvendo 49
proteinas, sendo 8,9 o valor associado ao grau médio de nés, e 0,527 o valor médio
do coeficiente de agrupamento local. Os dados PPI mostraram que muitas proteinas
relacionadas aos transcritos UR das vias de sinalizag&o por fitorménios apresentaram
um numero de parceiros de interacdo na rede igual ou superior a 5. Os ortélogos de
A. thaliana associados as proteinas XP_027907791.1 (AUX1), XP_027918939.1
(SnRK2), XP_027930332.1 (EIN3) e XP_027913758.1 (CRE1l) do feijao-caupi
apresentaram 19, 16, 13 e 10 parceiros de interacdo, respectivamente, ao passo que
somente 6 proteinas ndo apresentaram parceiros de interacao.

A rede PPI permitiu, ainda, predizer pontos de associacfes entre componentes
de diferentes vias de sinalizacao por fitorménios. Na via de sinalizacao por AUX foram
previstas associacfes com as vias de ETH, CK e ABA, através dos componentes
AUX1 (XP_027918939.1) e ARF1 (XP_027915684.1). A via de sinalizagdo por ETH
interagiria com as vias de sinalizacao por CK e ABA, através dos componentes EIN3
(XP_027303332.1 e XP_027928184.1). Ja a via de sinalizacéo por SL, se conectaria
com as vias de sinalizacao por AUX, ABA e ETH, pela acdo do componente MAX2
(XP_027910537.1). Por sua vez, a via de sinalizacdo por GA interagiria com AUX
através do componente GID1 (XP_027922789.1), e CK se conectaria com a via de
sinalizacao por ABA através de CRE1 (XP_027913758.1).

A analise de enriguecimento funcional GO conduzida em paralelo identificou
termos GO enriquecidos para categorias de processo biolégico (PB), fungdo molecular
(FM) e componente celular (CC). Relativo a categorias PB, 179 termos GO foram
declarados enriquecidos, sendo a maioria dos componentes da rede PPI envolvidos
com o processo celular (GO: 0009987), a regulacédo do processo celular (GO:
0050794), e a resposta ao estimulo (GO: 0050896). Os termos GO de destaques
relacionados com respostas a estresses foram GO: 0006950 (resposta ao estresse),

GO: 0009605 (resposta ao estimulo externo) e GO: 0009628 (resposta ao estimulo
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abidtico) e caracterizaram proteinas representadas na rede PPI (figura 38). Relativo a
FM, foram identificados 32 termos GO enriquecidos, sendo a atividade de ligagéo (GO:
0005488) a principal funcéo atribuida aos componentes da rede PPI. Nas categorias
CC foram identificados 9 termos GO enriquecidos. Os principais termos GO das trés
categorias (PB, FM e CC), associados aos componentes da rede PPI prevista na

resposta sensivel Sl, sdo apresentados na figura 39.

Figura 38 - Rede de interacéo proteina-proteina prevista para A. thaliana, com base nos transcritos
exclusivamente induzidos (UR) na resposta da cultivar sensivel Santo Inacio, ap6s estimulo de
desidratacao radicular. Na rede, as proteinas relacionadas aos transcritos UR estéo indicadas por
asterisco (*). Os nds (bolas) representam as proteinas, e as cores das arestas, 0s tipos de interagdes.
As cores das bolas (nés) representam termos GO para processo bioldgico relacionados com resposta
a estresses [vermelho: resposta ao estimulo; azul escuro: regulacao da expresséo génica; verde
claro: resposta ao estimulo abittico; amarelo: resposta ao estresse; lilds, regulacédo da resposta ao
estimulo; verde escuro: resposta ao estimulo externo; azul claro resposta a agua; laranja: resposta a
privac@o de agua; roxo: regulacéo positiva da resposta ao estimulo; marrom: resposta ao estresse
osm@tico].
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Fonte: Valquiria da Silva (2021).
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Figura 39 - Termos de ontologia génica relativos a processo bioldgico, funcdo molecular e
componente celular super-representados na resposta exclusiva da cultivar sensivel de feijao-caupi
(Santo Inacio) ao estimulo de desidratacao radicular.
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Fonte: Valquiria da Silva (2021).

O interatoma dos transcritos UR observados exclusivamente na resposta
tolerante PO também foi representado por rede PPI (Figura 40), sendo a lista de
proteinas dada no apéndice L. Os 88 transcritos UR exclusivos da resposta tolerante
PO, associados a 44 ortélogos de A. thaliana, gerou uma rede PPl composta por 74
nés e 315 arestas, com valores para o grau médio dos nés e para o coeficiente de
agrupamento local médio da rede de 8,51 e 0,559, respectivamente. Os dados
indicaram que as proteinas de A. thaliana ortélogas as proteinas XP_027928347.1
(AUX1), XP_027936530.1 (TIR1) e XP_027930905.1 (EIN3) do feijdo-caupi estariam
conectadas na rede com 23, 22 e 17 parceiros de interagdo, respectivamente,
enguanto que somente 5 proteinas nao apresentariam na rede parceiros de interacao.

Também a partir da rede PPI da resposta exclusiva tolerante foram previstas
interacdes entre as diferentes vias de sinalizacao por fitorménios. A via de sinalizacao
por AUX se conectou com as vias de sinalizacao por CK, BRs, ABA, ETH, SA, JAs e
BRs, através dos componentes PIN1 (XP_027924389.1), AUX1 (XP_027928347.1) e
TIR1 (XP_027936530.1). Associacdes entre ABA e as vias de sinalizacéo por JAs, CK
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e ETH foram previstas através da acdo dos componentes SnRK2 (XP_027905332.1),
PYL4 (XP_027906500.1) e PYR1 (XP_027917166.1). A via de sinalizac&o por ETH foi
conectada com as vias de sinalizacao por JAs e CK, através dos componentes EIN3
(XP_027930905.1 e XP_027928185.1), EIN2 (XP_027936590.1) e CTR1
(XP_027935873.1). Ja as interacbes envolvendo JAs e SA foram previstas por
intermédio de COI1 (XP_027918107.1).

Por sua vez, a analise GO para as categorias PB identificou 247 termos
enriquecidos, dentre os quais, aqueles relacionados ao processo celular (GO:
0009987), regulacéo biologica (GO: 0065007) e regulacéo do processo bioldgico (GO:
0050789), foram associados a maior parte das proteinas da rede PPI. Também na
resposta exclusiva tolerante PO, termos PB relacionados com respostas a estresses
foram associados a maior parte das proteinas da rede PPI (Figura 38). Para as
categorias FM, foram identificados 47 termos enriquecidos, sendo a atividade de
ligacdo (GO: 0005488) a principal funcao relacionada as proteinas da rede. No caso
da categoria CC, 21 termos enriquecidos foram identificados. Os principais termos GO
associados as trés principais categorias (PB, FM e CC), e com 0os componentes da

rede PPI previstos na resposta tolerante de PO séo apresentados na figura 41.
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Figura 40 - Rede de interagéo proteina-proteina prevista para A. thaliana, com base nos transcritos
exclusivamente induzidos (UR) na resposta da cultivar tolerante Pingo de Ouro, ap6s estimulo de
desidratacao radicular. Na rede, as proteinas relacionadas aos transcritos UR estéo indicadas por
asterisco (*). Os nds (bolas) representam as proteinas, e as cores das arestas, o0s tipos de interagdes.
As cores das bolas (nés) representam termos GO para processo biologico relacionados com resposta
a estresses [vermelho: resposta ao estimulo; azul escuro: resposta celular ao estimulo; verde claro:
regulacdo da expressdo génica; amarelo: resposta ao estresse; lilas, resposta ao estimulo externo;
verde escuro: regulacéo da resposta ao estimulo; azul claro resposta ao estimulo abiético; laranja:

resposta celular ao estresse; roxo: detec¢éo do estimulo; marrom: resisténcia sistémica adquirida].
XP_027902524.1*

7
Z

% *
XP-027911780.1° XP_027902246.1*

XP_027940005.1*
mxp_ozwzsaon* @ / /
\ / — XP_027924389,1* £~

XP_027927045.1*
—s

XP_027906118.1*

XP_027917166.1* e

XP_027906500.1*

XD 02792818511 xp 027918952.1% _ xp”027905024.1* XP_027906674.1*

oo G0 ? NS

i XPL027910512.1+
W xp_o27935873 1%
N I
.

L

XP_027924296.1* ) AN XP027936590.1%
@ nxp_uz7934431‘1* gAY < \ XP_027922541.1*

XP_0279053232.1*
P '

=

XP_027902058.1*

CYCD6:1 &

N

X XP_027912174.1*
P_027928347 1+

g \ "\ )
275, \ { XP_027902112.1*
NN XP)027028836 1+ | <5

XP_027935587.1*

o

N\ XP 0279200141

Y \
*
N\ XP_027933781.1°

B XP_027941431.1%
BSU1
- @xp_onszosn.r

XP_027903860.1*

—X XP_027912107.1*

< 7

\\‘ \ *
XP027942043.1

o

XP_027920389.1*

@

-

Fonte: Valquiria da Silva (2021).



79

Figura 41 - Termos de ontologia génica relativos a processo bioldgico, funcdo molecular e
componente celular super-representados na resposta exclusiva da cultivar tolerante de feijao-caupi
(Pingo de Ouro) ao estimulo de desidratacao radicular.
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4.6 OS PRIMERS PROPOSTOS PARA RT-QPCR E PARA DESENVOLVIMENTO DE
MARCADORES FUNCIONAIS BASEADOS EM CDNAS

Os transcritos com expressdo in silico contrastantes nas respostas das
cultivares tolerante e sensivel (UR no bulk tolerante e DR ou n.s. no bulk sensivel ou
UR no bulk sensivel e DR ou n.s. no bulk tolerante) foram selecionados para
proposicdo de primers visando amplificacdo de potenciais marcadores moleculares
funcionais baseados em cDNAs (RT-qPCR). Tal estratégia possibilitou o desenho de
17 pares de primers envolvidos com as diferentes vias de sinalizagéo por fitormdnios
(Tabela 2).
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Tabela 2 - Pares de primers propostos para amplificacdo via RT-qPCR, para componentes de vias de sinalizacao por fitorménios no feijao-caupi, bem como
regulacdes (Reg) e modulagbes da expressao génica (FC) observadas na resposta sensivel (Sl, cultivar Santo Inacio) e na resposta tolerante (PO, cultivar
Pingo de Ouro), ap6s estimulo de desidratagdo radicular (até 150 min.).

ID transcrito Componente Via FC REG SI FC REG PO left primer Right primer

XM_028050317.1 SAUR32 AUX -6,9226 | DR 2,89044 TTGGTTTCCCTGTCTTTGTTGC AATCCTGCTTCTTCCCATCACG
XM_028078630.1 ABP1 AUX -2,0344 | DR 5,79056 CCTCGTAACAAGTGGGAGTAAGG  ATCCAGACCTTTAGCAAGATGC
XM_028061365.1 PYL/PYR ABA -2,2595 | DR 4,77059 CAGTGATACGGCTACACACAAC AGGTGTTGGTTCGGTCCATAG
XM_028049531.1 SnRK2 ABA -3,1788 | DR 9,19182 GTGACACAAGCAACTGACAAAC GGGTATTGAAGCAAAGCAAGAG
XM_028062306.1 COI1 JAs 1,1323 Ns 2,6423 ATTCCGATCTTCTGCTCCTCTC AGGCGACCAATATGAAGAAGTC
XM_028054708.1 ETR ETH -2,3882 | DR 3,49514 TTCATCTCTGTTGCTGCTCTTG AAGTCATCAACTGGCATCTGTG
XM_028081279.1 CTR1 ETH -2,1799 | DR 6,40897 TTGGACAGTCAAGCACTTCATC GCACCAGGAATCAAAGCAATC
XM_028080788.1 EIN2 ETH -1,1395 Ns 2,85136 CATCATTTCCTTGCTCCCTAAC TGGCATCTCCCAAACTAATACC
XM_028078235.1 CYCD3 BRs -2,6242 | DR 2,19254 AGCATCTCCTTCTGTCTGTGC ATCCCACCACTGTGTTCAATC
XM_028084204.1 PP2A BRs 1,1629 Ns 3,48157 TATACACGTTCCGTGCGTTTG GTCATCATCTTGGCGACGTATC
XM_028064748.1 SRKY SA -0,5054 Ns 6,72142 TCTCTTGGGAGGAAATAACAGC TATGGAGAACCGTTTGAAGGAG
XM_028074113.1 SRKY SA -1,9439 Ns 3,13666 GAAGGGTTAGTGTTGCCATTTG GAGACATCATTGACGGTGACAG
XM_028084575.1 NPR1 SA 5,204 27,6176 AGTAAGCTCAGTGGAAGCCTTG TGTCTTCAACGAGAATCTCAGC
XM_028085630.1 Dwarf SL -7,5063 | DR 5,37714 TCTCCAAACTCATCCTCATCGG CTCGTAGTTCGCTTCCATTGC
XM_028053502.1 CRF CK 2,731 -4,5308 | DR GTGTTTCTGAAGTTGAAGCCAC GAGCATTCTGGTTACCTTGGG
XM_028083301.1 B-ARR CK 1,963 Ns -2,1256 | DR GTTATCAGCGATGTACGAATGC TTCCCTTCATCACCATCTTAGG
XM_028066988.1 GID1 GAs 2,3402 -1,2803 Ns TACCAGAACTCGGTTCATTTGG TCGTCTTCTATCTTCCCTCCTG

Fonte: Valquiria da Silva (2021).
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5 DISCUSSAO

51 A REGULACAO TRANSCRICIONAL DA VIA DE SINALIZACAO POR
FITORMONIOS APOS EXPOSICAO AO AR DAS RAIZES DE FEIJAO-CAUPI

5.1.1 Auxina

A AUX é reconhecida por regular positivamente o crescimento do sistema
radicular. Em um contexto de deficiéncia hidrica, o aprimoramento do sistema
radicular pode reduzir os efeitos negativos do estresse (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 2007), uma vez que um sistema radicular maior pode ser mais eficiente
na captacdo de agua ao atingir camadas mais profundas do solo.

Na via de transducéo de sinal por AUX, as familias de proteinas AUX1/LAX e
PINs sdo as principais envolvidas no transporte polar de AUX, enquanto que as
proteinas TIR1 e ABP1 atuam como receptores de AUX. Em baixos niveis de AUX, os
repressores transcricionais AUX/IAA inibem a atividade dos FTs ARF, e
conseguentemente as respostas mediadas por AUX séo inativadas. Quando os niveis
de AUX nas células aumentam, ha uma maior interacéo entre as proteinas TIR1 e 0s
repressores transcricionais AUX/IAA, o que faz com proteinas TIR1 conduzam
AUX/IAA a degradacéo via proteossomo, tendo como consequéncia a liberacdo dos
FTs ARF para regular a expressédo de genes responsivos, contribuindo assim para
uma melhor adaptacdo (GUILFPYLE; HAGEN, 2007; TAN, 2007; BENJAMINS;
SCHERES, 2008).

No presente estudo, a maioria dos transcritos AUX1/LAX da resposta tolerante
PO apresentou expressao UR e n.s., em contraste aos de expresséo n.s. da resposta
sensivel de SI. Também os transcritos PINs da resposta de PO foram majoritariamente
UR, em comparagdo aos n.s. da resposta de SI. Assim, em relagdo aos
transportadores de AUX, transcritos PINs de expressdo UR podem ter sido
importantes na resposta de PO, visto que mudas transgénicas de arroz
superexpressando o gene OsPIN3 foram mais tolerantes ao estresse de seca, tendo
apresentado raizes mais longas (ZHANG et al., 2012). Adicionalmente, as duas
cultivares também apresentaram divergéncia na regulacdo de transcritos ABP1 (UR
na resposta de PO e DR/n.s. na resposta de Sl), sendo que a inducdo desse

componente poderia contribuir positivamente na adaptagcéo ao estimulo aplicado.
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O acumulo de proteinas transportadoras de AUX reflete na circulacdo de AUX
para outras células ou 6rgdos da planta. Assim, o fitormonio influenciaria a expressao
de genes responsivos, em diversas partes da planta. Neste contexto, transcritos TIR1
foram majoritariamente UR na resposta de PO, e n.s na resposta de Sl. No caso de
S| pode haver uma influéncia negativa na ativacdo da resposta a AUX, que sem a
acao da proteina TIR1, os repressores AUX/IAA continuariam inibindo os FTs ARF e,
consequentemente, minimizando a expressao de genes responsivos e favoraveis a
aclimatacdo. Na literatura, mudas transgénicas de A. thaliana que superexpressavam
ectopicamente os genes CsTIR ou CsABF mostraram maior amplificacao do sinal por
AUX (CHEN et al., 2017). Em condi¢cdes de estresse salino, as plantas transgénicas
apresentaram maiores taxas de germinacéao e sobrevivéncia em relacdo as plantas do
tipo selvagem. As atividades de CsTIR/ ABF estariam aprimorando a tolerancia ao sal
por meio da manutencdo do crescimento radicular e acumulo de moléculas
osmorreguladoras, evitando a perda de agua pelas mudas (CHEN et al., 2017). No
presente caso, identificou-se transcrito ABF de expressao DR pela cultivar Sl e n.s.
pela cultivar PO.

Os FTs ARF regulam a expressao dos genes responsivos a AUX, dentre os
quais os genes AUX/IAA, GH3 e SAUR, que estdo envolvidos na resposta efetiva ao
fitormdnio. Na resposta de PO, os transcritos ARF foram de expressdao UR e n.s., e
na resposta Sl, de maioria n.s.. Genes ARF DE ja foram reportados em tomate
(Solanum lycopersicum) ap0s estresses de sal, seca e inundac¢des (BOUZROUD et
al., 2018), e em Camellia sinensis apés salinidade e seca (XU et al., 2016b). Ha de se
ressaltar que alguns FTs ndo necessitam de uma superexpressao para desempenhar
devidamente suas func¢des (PHILLIPS; HOOPS, 2008).

Tanto na resposta de PO quanto na de SlI, transcritos AUX/IAA e TPL foram
majoritariamente UR. Apesar de regular negativamente a via de sinalizacdo por AUX,
proteinas AUX/IAA também ja foram relatadas como atuantes em respostas de
plantas submetidas a estresses abidticos, inclusive seca. Em plantas transgénicas de
arroz a superexpressao do gene OslIAA6 melhorou a tolerancia a seca (JUNG et al.,
2015). Em outro estudo, Salehin et al., (2019) demonstraram que 0s genes Aux/IAA5,
IAA6 e IAA19 foram necessarios para a tolerdncia a seca. Os genes em questéo
regulariam os niveis de glucosinolatos alifaticos (GLS), metabdlitos secundarios que
desempenham papeis relevantes na regulacéo estomatica, evitando uma maior perda

de agua pela planta. Possiveis efeitos negativos decorrentes do acumulo de proteinas
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AUX/IAA na ativacao da via de sinalizacdo por AUX seriam minimizados pela inducéo
de TIR1, em uma resposta tolerante.

A expresséao de transcritos GH3 foi majoritariamente UR na resposta de PO, e
n.s. na resposta de Sl. Expresséo induzida de genes GH3 em plantas sob estresses
ambientais foi reportada em varias espécies, como o tomate (S. lycopersicum,
KUMAR et al., 2012) e o MILHO (Zea mays, FENG et al., 2015). Genes GH3 atuam
na conjugacdo do excesso de IAA a aminoacidos, processo necessario para a
homeostase da AUX. A expressao induzida deste componente na resposta tolerante
poderia contribuir na ativacdo das respostas mediadas por AUX. De outra forma, a
maioria dos transcritos SAUR foram n.s. na resposta de PO e DR na resposta de Sl.
Genes SAUR foram envolvidos no controle da expansdo e elongamento celular
(MARKAKIS et al.,, 2013). Aparentemente estes processos nao estariam em
destaques nas respostas imediatas das cultivares estudadas.

No geral, os dados do presente estudo evidenciam que a via de sinalizacéo por
AUX pode estar desempenhando um papel relevante na resposta ao estimulo
aplicado, principalmente na cultivar PO considerada mais tolerante.

5.1.2 Acido abscisico

Durante a deficiéncia hidrica, a producdo de ABA enddgeno é aumentada, de
modo a regular uma gama de respostas fisioldgicas frente ao estresse, como por
exemplo, o fechamento estomatico (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007).
Nesse processo, ABA é acumulado e transportado célula a célula, de modo passivo
ou através de transportadores. Na via de sinalizagdo por ABA, as proteinas AIT
(NRT1/PTR), ABCG25 e PDR/ABCG40 atuam nesse transporte de ABA.

Na auséncia de ABA, a proteina SnRK2 ¢é inativada pela acdo da proteina
PP2C, e as respostas mediadas por ABA nao sao efetivadas. Na presenca de ABA,
este se liga aos receptores PYR/PYL, e rompe a interacdo de PP2C com SnRK2,
permitindo que proteinas SnRK2 ative os TFs ABF ou ABI5, que atuam na regulacao
dos genes ABA responsivos.

Transcritos codificando transportadores de ABA foram majoritariamente de
expressdo UR nas respostas das cultivares apos o estimulo aplicado. A inducéo
destes componentes possibilita a entrega de ABA a diferentes partes da planta, como

em células guardas, onde podem induzir o fechamento estoméatico, minimizando a
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perda de agua. Essa pode ser uma das estratégias utilizadas pelas cultivares em
resposta ao tratamento realizado.

Ja os transcritos PYR/PYL apresentaram expressdes divergentes pelas
cultivares (a maioria foi UR na resposta de PO, e DR na resposta de Sl). Em algodao
(Gossypium hirsutum L.), Liang et al. (2017) verificaram que 0s niveis de expressao
da familia génica em questdo séo naturalmente mais altos em genotipos considerados
mais tolerantes a seca do que em sensiveis. Em plantas transgénicas
superexpressando genes da familia PYR/PYL, estas apresentaram maior tolerancia a
estresses abioticos, como seca (YU et al., 2016; HE et al. 2018; LIANG et al., 2017,
QUAN et al., 2018) e frio (LENKA et al., 2018).

A maioria dos transcritos codificadores de PP2C e SnRK2 apresentaram
expressdo UR e n.s, respectivamente, na resposta PO, e n.s. e DR na resposta Sl.
Uma vez que PP2C atua como regulador negativo da via, seria esperado que
transcritos PP2C fossem majoritariamente reprimidos sob déficit hidrico. Entretanto,
visto que PO também apresentou transcritos PYR/PYL induzidos, seus potenciais
produtos finais poderiam estar inibindo a atividade das proteinas PP2C, deixando
SnRK2 livre para exercer suas funcoes.

Membros da familia SnRK2 desempenham papeis criticos na via de sinalizacao
por ABA. Plantas de A. thaliana contendo muta¢cdes nos 10 membros da familia
SnRK2 apresentaram taxas de crescimento menores em relacdo ao tipo selvagem,
apos estresse hiperosmético (Fujii et al., 2011). Por outro lado, plantas
superexpressando algum desses membros SnRK2 ja foram reportadas apresentando
maior tolerancia a estresses salinos (SONG et al., 2016; FENG et al., 2019) e de seca
(PHAN et al., 2016; FENG et al., 2019).

Adicionalmente, transcritos FT ABI5 diferencialmente expressos nédo foram
observados nas respostas das cultivares, ao passo que transcritos ABF foram
majoritariamente n.s. na resposta de PO, e DR na resposta de Sl. Genes ABF ja foram
alvos de transgenia em plantas, resultando, no geral, em aumento na toleréncia destas
frente a estresses oxidativos, de seca, e de salinidade (ZHAO et al., 2016; WANG et
al., 2016). Fatores de transcricao ABF atuam na regulacéo da expressao de genes
responsivos ao ABA, por meio do reconhecimento e ligagdo a elementos cis nos
promotores destes. A expressdo DR observada na resposta de Sl poderia afetar
negativamente a expressao de genes regulados por ABA, conferindo e explicando a

menor tolerancia da cultivar Sl.
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5.1.3 Giberelina

Na via de sinalizagdo por GA, as proteinas DELLA correspondem ao principal
regulador negativo. Elas inibem a atividade dos FTs responsivos a GA, e em
consequéncia respostas mediadas sao inativadas. As formas ativas de GA, quando
presentes, se ligam a receptores GID1, e juntos promovem a degradacao de proteinas
DELLA via proteossomo. Assim, FTs implicados ficam livres para promover as
respostas mediadas (LI, et al. 2016).

As GAs atuam em multiplos aspectos do crescimento e desenvolvimento das
plantas, como o alongamento do caule e a expansao foliar. Entretanto, trabalhos
reportam que tais processos sédo inibidos em plantas submetidas a estresses hidricos
(LI et al.,, 2012). Trabalhos também reportam que plantas sob deficiéncia hidrica
tendem a reduzir os niveis ou o sinal de GA, e assim promovem uma maior tolerancia
ao estresse (COLEBROOK et al., 2014; LITVIN; VAN IERSEL; MALLADI, 2016;
PLAZA-WUTHRICH et al., 2016).

Os dados do presente trabalho reforcam esses encontros. Apés o estimulo, a
maioria dos genes da via de sinalizacao por GA apresentaram-se DR na resposta de
PO, e n.s. na resposta de Sl. A tendéncia a repressdo minimiza a acdo da via nas
raizes, limitando o transporte de GA para outras regifes. Se as principais respostas
fisiolégicas controladas por GA sdo alongamento de caule e expansdo foliar, a
inativacao da via de sinalizacao e transporte de GA ofereceria vantagens adaptativas
as plantas em condicdes adversas, pois um fenotipo menor implica em menos gastos
de energia. Esta estratégia poderia estar sendo adotada pelas cultivares frente ao

estimulo aplicado.

5.1.4 Citocinina

As CKs sédo geralmente descritas como reguladores negativos de plantas sob
estresses abidticos. Em condi¢cdes normais de crescimento, as CKs inibem o
alongamento e ramificacéo do sistema radicular (1010 et al., 2007; PODLESAKOVA
et al., 2012). Na via de sinalizag&o por CK, receptores AHK se autofosforilam quando
ligados a CK. Posteriormente, o grupo fosfato é transferido as proteinas AHPSs, que
migram para o nucleo. No nucleo, essas proteinas fosforilam fatores de resposta a CK

do tipo B (B-ARR), e estes por sua vez possibilitam que as respostas mediadas por
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CK sejam ativadas. Os FTs B-ARR também induzem a expresséo dos repressores A-
ARR, resultando assim num mecanismo de regulacéo da via por feedback negativo
(HEYL; SCHMULLING, 2003).

Na literatura € reportado que a reducéo dos niveis endégenos de CK melhoram
a tolerancia de plantas submetidas ao estresse de seca (NISHIYAMA et al., 2012),
enquanto que a aplicacdo de CK exdgena (POSPISILOVA et al., 2005) possibilita
maior abertura estomatica e aumento da transpiracao, fatores que implicam em maior
perda de dgua para o ambiente. No presente estudo, muitos transcritos relacionados
com o transporte e sinalizacdo de CK foram reprimidos na resposta de PO.

De modo diferente, transcritos ABCG14 apresentaram expressdo UR e DR na
resposta de PO, e UR e n.s. na resposta de Sl. Mutacdes no gene codificador desse
componente da via acarretam reducdes nas concentracdes de CK no xilema em
aproximadamente 90% (KO et al., 2014). Assim, a repressdo desse gene poderia
conferir vantagem as plantas sob déficit hidrico, pois estaria reduzindo o transporte de
CKs para a parte aérea da planta

Por sua vez, transcritos CRE1 apresentaram expressdo UR, DR e n.s por
ambas as cultivares apds o estimulo. Ja os transcritos AHP foram majoritariamente
reprimidos na resposta de PO, e n.s. na resposta de Sl. Este ultimo resultado esta de
acordo com o esperado, pois a atividade de AHP resulta na ativacdo da resposta
mediada por CK, e a CK por sua vez apresenta funcdo reguladora negativa em plantas
sob estresses abiodticos. Mutagdes no gene AHP foram implicadas no aprimoramento
da tolerancia de plantas ao estresse de desidratacdo (KANG et al., 2012).

Os componentes da via B-ARR e CRF atuam na regulacdo da expressédo dos
genes responsivos a CK. Tais componentes apresentaram transcritos DR e n.s. na
resposta de PO, e UR, DR e n.s. na resposta de Sl. Os FTs B-ARR também induzem
a expressao dos reguladores negativos A-ARR, cujos transcritos apresentaram
expressdo majoritariamente UR em ambas as respostas. A inducao de A-ARR estaria
interferindo na atividade dos fatores B-ARR, e as respostas mediadas por CK,
portanto, estariam sendo interrompidas em ambas as cultivares. Em conjunto, 0s
resultados reforcam mais ainda a ideia de que CK atua como regulador negativo, logo,
a inativacao da sinalizacdo e transporte de CK em condi¢bes adversas poderia ser

benéfica.
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5.1.5 Jasmonato

O fitormbnio JAs atua em muitos processos do desenvolvimento das plantas,
com influéncias nas respostas contra estresses bidticos e abidticos. Na via de
sinalizacdo mediada por JA, na auséncia das suas formas bioativas, as proteinas JAZ,
NINJA e TPL trabalham juntas para inativar os FTs MYC. Quando as formas bioativas
estdo presentes, estas se ligam ao receptor COI1l, que por sua vez conduz a
degradacdo das proteinas JAZ via proteossoma, liberando os FTs MYC para ativar as
respostas mediadas por JA.

Em plantas sob estresses, os niveis de JA tendem a aumentar (ZHANG et al.,
2013). No presente estudo, o estimulo induziu a expressdo da maior parte dos
transcritos previstos na via, nas respostas de PO e Sl. Trabalhos j& reportaram a
expressdo de genes envolvidos nas vias de sinalizacdo e/ ou biossintese de JAs
sendo induzida por deficiéncia hidrica (DOMENICO et al., 2012; DU et al., 2013).
Assim, possivelmente JAs seria um regulador positivo das respostas das cultivares
estudadas.

Em relacdo as proteinas JAZs, apesar de atuarem como repressores, a maioria
dos transcritos codificadores foram induzidos nas cultivares PO e Sl, ap6s o estimulo
aplicado. A inducdo sugere que mecanismos de adaptacdo ao estresse também
podem envolver a repressdo de alguns genes ativados por JAs em condi¢des ideais
de crescimento. A melhoria na tolerancia poderia, entéo, ser relacionada a menores
gastos de energia. Em estudo de An et al. (2017), a superexpressao do gene MdJAZ2
da maca aumentou a tolerancia de A. thaliana aos tratamentos de sal (NaCl) e seca.
Resultados similares envolveram a superexpressao dos genes JAZ1 (LIU et al., 2019),
JAZ8 (PEETHAMBARAN et al., 2018) e JAZ14 (ZHOU et al., 2015).

Adicionalmente, transcritos COI1 também apresentaram expressdo UR e n.s.
na resposta de PO, e expressado DR e n.s. na resposta de Sl, apés o estimulo aplicado.
A inducéo deste componente pela cultivar tolerante (PO) poderia estar atenuando a
atividade das proteinas JAZ, liberando os FTs MYC2 da represséao, e estes atuariam
na regulacdo da expressao génica a jusante da via de sinalizag&o por JA.

Transcritos FT MYC2 foram fortemente induzidos ap6s o estimulo aplicado nas
cultivares PO e SI. Analise do transcriptoma de Phormium tenax também identificou
FT MYC2 induzido pelo estresse de seca (BAI et al., 2017). Uma analise protedmica

em A. thaliana, comparando plantas selvagens e mutantes do gene myc2, identificou



88

27 proteinas com acumulo diferencial modulado por FTs MYC2, e que estariam
envolvidas nos metabolismos de carboidratos e glucosinolatos, defesa a estresses,
fotossintese, dobramento e degradacdo de proteinas (GUO et al, 2012). Nesse
contexto, a expressao induzida de transcritos FT MYC2 das respostas das cultivar PO
e Sl, apés o estimulo aplicado, pode conferir vantagens adaptativas as plantas frente

ao potencial estresse.

5.1.6 Etileno

Além do papel no crescimento e desenvolvimento das plantas, o ETH também
esta envolvido em respostas das plantas sob estresses. Em circunstancias adversas,
plantas tendem a aumentar a sintese de ETH. Na presenca deste, a proteina EIN2 é
acumulada por conta da inativacédo do regulador negativo CTR1. O dominio C-terminal
de EIN2 é, entdo, translocado ao nucleo e estabiliza o FT EIN3, que por sua vez, atua
induzindo a transcricdo dos FTs ERF, ativando assim as respostas mediadas (MENG
et al., 2010).

Em relacdo aos reguladores negativos ETR1, CTR1, SIMKK e MPK6, a
resposta sensivel de S| apresentou a expressdao UR para transcritos SIMKK.
Adicionalmente, transcritos EIN2 foram de expressao n.s., o que poderia influenciar
negativamente o pleno funcionamento da via, e consequentemente aumentar a
susceptibilidade ao estimulo. Na resposta de PO para os transcritos SIMKK, MPK®6 e
EIN2, as expressfes foram, respectivamente, n.s., n.s. e UR. Em plantas transgénicas
superexpressando genes MPKs se reportou associa¢cdes com redugéo no crescimento
radicular (CHEN et al., 2015) e diminuicdo do acumulo de proteinas do sistema de
defesa antioxidante (DING et al., 2018a), resultando em uma maior susceptibilidade
das plantas a estresses abibticos, com altas temperaturas e seca (CHEN et al., 2015;
DING et al., 2018a). Nesse contexto, a expressao n.s. de transcritos MPK6 nas
respostas das cultivares poderia estar contribuindo positivamente com a aclimatacao
ao estimulo aplicado.

Em respostas mediadas por ETH, as proteinas EIN3 também s&o reguladores
chaves, porém poucos trabalhos abordam as influéncias delas nas respostas
adaptativas das plantas ao déficit hidrico. No presente estudo, transcritos EIN3 foram

induzidos nas respostas de ambas as cultivares apos estimulo aplicado.
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De modo contrario ao esperado, transcritos EBF-1/2 apresentaram expressao
UR nas respostas das duas cultivares, e essa inducéo pode influenciar negativamente
as respostas mediadas por ETH, uma vez com que 0 componente atua como
regulador negativo da via. Entretanto, transcritos EIN3 também foram induzidos nas
duas cultivares, apés o estimulo. Segundo Peng et al. (2014) além de induzir a
expressdo de genes responsiveis ao ETH, como genes que codificam proteinas
sequestradoras de ROS, as proteinas EIN3 atuam mediando a degradacdo dos
reguladores negativos EBF-1/2. Nesse contexto, proteinas EIN3 poderiam
desempenhar o mesmo papel em feijao-caupi, contribuindo para a adaptacdo ao
estimulo.

Transcritos ERF também apresentaram expressdo UR nas respostas das
cultivares PO e Sl, ap6s o estimulo aplicado. A relacdo de genes ERFs com respostas
ao estresse de seca € reportada na literatura. A superexpressdo dos genes
CmERF053 (NIE et al., 2018), CarERF116 (DEOKAR et al., 2015), SpERF1 (YANG et
al., 2016) e ZmERFL1 (SHI et al., 2016) em A. thaliana resultou em maior tolerancia ao
déficit hidrico. Em tabaco transgénico, a expressédo do gene ERF9 da soja (Glicine
max) aumentou a tolerancia a seca, em relacdo as linhagens selvagens. A
superexpressdo de GmERF9 também foi responsavel por aumentar o acimulo de
prolina (ZHAI et al. 2017). Assim, genes ERF poderiam estar contribuindo

positivamente no aumento da tolerancia do feijdo-caupi ao estimulo aplicado.

5.1.7 Brassinoesterdides

Os BRs apresentam uma complexa rede de transducdo de sinal. Em baixos
niveis de BRs, o regulador negativo BRI1 inativa os reguladores positivos BKI1, BSK
e CDG1. Ao mesmo tempo a proteina BIN2 fosforila e inativa os FTs BZR1/2, que séo
posteriormente retidos pelas proteinas GRF, e como consequéncia, as respostas
mediadas por BRs séo inativadas. Na presenca de BRs, o receptor BRI1 se
desassocia de BKI1 e é ativado. BRI1 fosforila e ativa as proteinas BSK, CDGL1 e
SSU1, que em conjunto atuam na inativagdo de BIN2. Por sua vez, a proteina PP2C
desfosforila os FTs BZR1/2, e esses podem entdo regular a expressao dos genes
responsivos.

A expressao induzida de transcritos BAK1 e BSU1, dois reguladores positivos,

em respostas das cultivares PO e Sl, ap0s o estimulo, foi observada. A inducdo dos
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reguladores positivos da via de sinalizacdo por BRs refletem a relevancia dos papeis
desempenhados por esse fitorménio nas respostas adaptativas das plantas. Plantas
de A. thaliana com mutagfes no gene bakl tornam-se insensiveis ao ABA (SHANG et
al., 2016), fato este contornado quando a expressdo de BAKL1 retorna aos niveis
normais. BAK1 além de atuar nas respostas mediadas por BRs, também atua
sinergicamente com o fitorménio ABA.

Por sua vez, transcritos BIN2 de expressédo UR e DR na resposta de PO, e DR
e n.s., na resposta de Sl também foram observados. Apesar de BIN2 atuar como
regulador negativo da via de sinalizacdo por BRs, alguns trabalhos apontam que a
superexpressao confere maior tolerancia a plantas (transgénicas) sob estresses
abioticos, de seca, altas temperaturas (SAHNI et al., 2016) e salinidade (WANG et al.,
2018a). Os mecanismos de atuacao frente a esses estresses nao estdo muito claros
ainda.

Em relacdo aos transcritos FT BZR1/2, a expressédo observada foi UR e DR na
resposta de PO ap0Os o estimulo aplicado; para os transcritos PP2A, a expressao
foram predominantemente UR na resposta de PO e n.s. na de Sl. Entre os genes
induzidos por BZR1/2 podem ser citados CYCD3 e TCH4, envolvidos nos processos
de divisdo e elongacéao celular, respectivamente (MENGES et al., 2006; BERGONCI
et al., 2014).

Para os transcritos CYCD3, a expressao observada foi majoritariamente n.s.
na resposta de PO, e DR na resposta de Sl. Ja os transcritos TCH4 foram
predominantemente UR as respostas de ambas as cultivares. O gene TCH4 codifica
a enzima XYLOGLUCAN ENDOTRANSGLUCOSYLASE, importante na construcao
da parede celular de tecidos em crescimento. A indugdo da expressao de genes
codificadores de enzimas reguladoras da estrutura celular pode ser importante para a
adaptacado da planta a deficiéncia hidrica. Em tomateiros transgénicos expressando
constitutivamente o gene TCH4, as plantas exibiam maior tolerancia ao estresse por
sal e seca (CHOI et al., 2011). Essa expresséo esta relacionada com a atividade de
remodelagcdo da parede celular nas células do meristema radicular, visando a
expansao das mesmas. A atividade poderia contribuir positivamente para o
alongamento das raizes, podendo ser um dos mecanismos em feijdo-caupi para
mitigar efeitos negativos do estimulo de desidratacdo radicular. Este gene pode ser
um bom candidato para manipulacao biotecnoldgica ou alvo para desenvolvimento de

marcadores moleculares funcionais.
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5.1.8 Acido salicilico

O SA é um dos fitormbnios mais atuantes na defesa das plantas a doencas e
predadores, entretanto, efeitos positivos frente estresses abidticos em plantas
também tém sido reportados. Na via de sinalizacdo por SA a proteina NPR1 ativa os
FTs TGA, e estes por sua vez conduzem a amplificacdo das respostas mediadas por
SA. No presente estudo, transcrito NPR1 apresentou expressédo UR nas respostas
das cultivares PO e Sl. Efeitos positivos da expressdo de NPR1 na melhoria da
tolerancia das plantas sob estresses ja foram documentados. Em maca (Malus
hupehensis), a expressdo do gene NPR1 foi induzida por estresses abioticos
(salinidade, seca e baixas temperaturas), e a superexpressado do gene resultou em
maior tolerancia em tabaco transgénico sob estresse salino e de seca (ZHANG et al.,
2014). Tendo em vista que NPR1 atua como um co-regulador chave na via de
sinalizagdo por SA, € provavel que a indugdo de seus transcritos, contribua para o
pleno funcionamento da via em condigbes de estresse.

Ainda na via de sinalizacéo por SA, os FTs TGA atuam induzindo a expressao
de outros genes FTs, tais como PR-1 e WRKYs. Transcritos TGA de expressao UR,
DR e n.s. foram observados na resposta de PO, sendo majoritariamente DR na
resposta de Sl. A tendéncia a repressédo pela cultivar sensivel pode representar um
comprometimento das respostas mediadas por SA em face ao estimulo aplicado.

Transcritos FT PR-1 mostraram-se n.s. nas respostas das cultivares PO e Sl,
0 que parece de acordo, pois esse FT induz principalmente genes relacionados a
mecanismos de resisténcia a doengas. Transcritos FT WRKY, por sua vez,
apresentaram expressao predominantemente UR em ambas as respostas. A
superexpressao de genes WRKY contribuindo positivamente na tolerancia a estresses
em plantas é fortemente reportada (CHU et al., 2015; HE et al., 2016; ZHANG et al.,
2016b). Mas, trabalhos também relatam que a superexpresséo de alguns genes da
familia afeta negativamente a tolerancia das plantas frente a determinados estresses
abidticos aplicados (YAN et al., 2015; CAI et al., 2017). Esclarecer as contribui¢cdes

na tolerancia aos estresses das plantas ainda necessita de maiores estudos.

5.1.9 Estrigolactonas
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As SLs correspondem a uma classe de fitormbnios biossinteticamente
originados de carotenoides (ZHANG et al., 2015). Embora muitas de suas influéncias
nos processos fisioldégicos das plantas sejam conhecidas, o conhecimento de suas
relacbes com as respostas adaptativas das plantas a estresses ambientais ainda é
limitado. Os componentes da via de transducédo de sinal por SL compreendem:
DWARF14, MAX2, TPL, SMXLS e FT TB1/TCP. Em baixos niveis de SL, a proteina
SMXL interage com TPL e juntas inibem a atividade dos FTs TB1/TCP, e como
consequéncia as respostas mediadas por SL séo inativadas. Em altos niveis de SL,
as proteinas D14 juntamente com MAX2 (D3) conduzem a degradacdo de SMXLS,
liberando assim os FTs BRC1, que regulam a expressao dos genes responsivos a SL.

No presente trabalho, a maioria das expressdes observadas dos transcritos
DWARF14 foram n.s. e DR, nas respostas, respectivamente, de PO e Sl. A represséo
de DWARF14 poderia refletir em efeitos negativos nas respostas mediadas por SL,
pois as proteinas SMXLs, em conjunto com as proteinas TPL, continuariam a inativar
os FTs TB1, e consequentemente as respostas por SL estariam minimizadas,
contribuindo com o carater sensivel da cultivar Sl. Vale salientar que a expressao por
ambas cultivares dos transcritos SMXLs foi n.s., e provavelmente, os efeitos negativos
desse componente sobre os FTs TB1 estariam minimizados.

Na resposta de PO, a expressao do transcrito MAX2 foi n.s., e na resposta de
Sl foi UR. Linhagens de A. thaliana com mutacdes de perda de fungcdo em genes MAX
apresentaram fenotipos de hipersensibilidade a estresses de seca e sal (HA et al.,
2014). Também em A. thaliana, a superexpressado do transgene MAX2 (de maca)
conferiu maior tolerancia a plantas sob estresses de sal e seca, evidenciando uma
contribuicdo na fotomorfogénese e influéncias em outras vias de sinalizacdo por
fitormonio, como a AUX (AN et al., 2016). Logo, MAX2 exerce papel fundamental nas
respostas das plantas aos estresses abibticos, ndo somente por regular a via de
sinalizacdo por SL, mas também por influenciar respostas mediadas por outros
fitormoénios. Também este € um bom candidato para manipulagdo genética ou alvo
para desenvolvimento de marcadores moleculares funcionais baseados em cDNAs.

Transcritos TB1 também foram induzidos na resposta de PO, e n.s. na resposta
de Sl. A indugéo pode refletir o papel regulador deste componente da via, em
respostas adaptativas quanto a tolerancia a um possivel estresse. Em ervilhas, em
condi¢cbes normais de cultivo, se verificou que mutagdes no gene Psbcrl (homdlogo

de TB1) acarretava insensibilidade a SL, sendo que as plantas também apresentavam
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maiores ramificacbes na parte aérea (BRAUN et al., 2012). Um maior crescimento,
em condicdes adversas, pode implicar em maior susceptibilidade ao estresse
ambiental, concorrendo em maiores gastos de energia. Deve se ressaltar, ainda, que

o papel desse componente sob estresse de seca é pouco conhecido.

5.2 OS FATORES DE TRANSCRICAO ENRIQUECIDOS ASSOCIADOS AOS
TRANSCRITOS INDUZIDOS DAS VIAS DE SINALIZACAO POR
FITOHORMONIOS

As andlises in silico previram mais interacdes entre os FTs preditos regulando
0S genes cujos transcritos foram UR na resposta de PO do que aqueles da resposta
de SlI, observados em menor nimero. Essa maior interacao possibilita, em tese, maior
diversidade nas respostas adaptativas da planta ao estimulo aplicado, ao regular
genes das vias de sinalizacéo por fitormdnios e genes responsiveis ao estimulo.

Dentre os FTs identificados, aqueles das familias BBR-BPC, MICK_MADS,
C2H2, bHLH e ERF foram os mais preditos nessas interacdes, e 0 envolvimento
destas em respostas de plantas sob estresses ambientais € bem documentado. Por
exemplo, os FTs da familia C2H2, caracterizadas por dedos de zinco, sao reguladores
chaves das respostas a estresses em plantas (WANG et al., 2019a; HAN et al., 2020)
e membros da familia podem aumentar a toleréncia da planta & seca, aumentando os
niveis de osmoprotetores, a eliminacdo de ROS (CHU et al., 2016; YIN et al., 2017),
ou interagindo com vias de sinalizacdo, como ABA (ZANG et al.,, 2016). A
superexpressao do gene ZFP3, membro da familia, em plantas de A. thaliana resultou
em maior toleréncia ao estresse de seca (ZANG et al., 2016), enquanto que linhas
transgénicas com ZFP3 induziram o acumulo de prolina, e a expressdo de genes
responsivos a estresses.

Outro exemplo inclui os FTs da familia bHLH, que atuam como ativadores ou
repressores da expressao génica, desempenhando importantes papeis nas respostas
das plantas a estresses (SAMIRA et al., 2018; WANG et al., 2018b; WANG et al.,
2019b). A superexpressdo de um gene RmICE1, um FT bHLH de rosa selvagem
(Rosa multiflora Thunb.) aumentou a tolerancia do tabaco transgénico aos estresses
de sal e frio (LUO et al., 2020), e genes bHLH em trigo (T. aestivum L.) mostraram
interagir com multiplas vias de sinalizacéo a estresses (WANG et al., 2019b).
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Por sua vez, FTs ERF, que desempenham papeis importantes na via de
sinalizacdo do ETH, em ensaios de transgenia com superexpressao culminaram em
maior toleréncia das plantas a diferentes estresses abioticos. A superexpressado de
um gene GMERF3 aumentou a tolerancia de plantas transgénicas de tabaco aos
estresses de sal e seca, além de aumentar a resisténcia contra infec¢cées provocadas
por fungo, bactéria e virus (ZHANG et al., 2009). Ainda, o transgene FT OsEREBP1
em arroz transgénico induziu a expressao de genes relacionados com o metabolismo
de lipidios e genes relacionados com a biossintese do ABA e JAs (JISHA et al., 2015).

Apesar dos exemplos, estudos que esclarecam as influéncias dessas familias
de FTs nas respostas adaptativas das plantas sob estresses Sdo necessarios.
Entretanto, € perceptivel que os FTs desempenham papeis chaves na modulacdo da
expressdo dos componentes das vias de sinalizacdo por fitormonios. Ensaios que
envolvam a superexpressao de tais componentes podem ser interessantes, uma vez
gue a correta regulacédo de um FT, em teoria, pode ocasionar melhoria na sinalizacao
por fitormonios das diferentes vias. Logo, esses FTs seriam bons candidatos como
transgene, em manipulacdes genéticas, visando o melhoramento da -cultura,
principalmente em relacdo ao estresse de seca. Um dos candidatos propostos
corresponde ao FT Vang05g02710 da familia BBR-BPC, que apresentou alto grau de
interacdo com transcritos UR das duas respostas, e envolveu varias vias de
sinalizacado por fitorménios. Outro candidato corresponde ao FT Vang04g06720,
familia MIKC_MADS, também previsto regulando diferentes vias de sinalizagdo por

fitormOnios.

5.3 AS REDES PPI ASSOCIADAS AOS TRANSCRITOS UR DAS VIAS DE
SINALIZACAO POR FITOHORMONIOS

As redes de interacdes proteina-proteina sdo cruciais para 0S processos
celulares e os fitormdénios ndo atuam isoladamente, mas por meio de interacbes
sinérgicas ou antagbnicas (PELEG, BLUMWALD, 2011). As conexdes entre as vias
de sinalizacdo por fitorménios sdo denominadas crosstalk, e estas sdo centrais nas
respostas das plantas submetidas a estresses ambientais (RASOOL et al., 2018).
Assim, analisar dados da transcriptdmica a partir de ferramentas da prote6mica é uma
abordagem eficiente para se compreender a organizacdo funcional das respostas

frente aos estresses.
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No presente estudo, as redes PPI forneceriam pistas das conexdes entre 0s
componentes das vias de sinalizacdo por fitorménios, principalmente aqueles
relacionados aos transcritos UR da resposta ao estimulo aplicado, e outras proteinas.
Assim, comparando as redes PPI previstas, foi notavel a diferenca em nameros de
nos e interacdes nas respostas exclusivas de cada cultivar. De modo geral, o resultado
refletiu 0 maior nimero de transcritos UR da cultivar PO apés o estimulo. Assim, as
interacbes e interatores previstos para a cultivar tolerante PO pode contribuir
positivamente para a adaptacdo ao estimulo aplicado. Vale ressaltar que as redes
estdo subestimadas, pois para alguns transcritos ndo foram observados os ortélogos
de A. thaliana.

Em ambas as redes h& pontos de interacbes complexos entre alvos de
diferentes vias de sinalizacdo. Entre as vias analisadas, AUX foi a que mais
apresentou interacbes com outras vias. Para as respostas das cultivares sensivel e
tolerante, foram previstas interacfes entre AUX e ETH, CK e ABA. As AUXs sédo
reconhecidas como o principal hormonio vegetal envolvido no controle do crescimento
e desenvolvimento radicular, estratégia essencial em condi¢cdes de estresse hidrico.
Do ponto de vista hormonal, o processo € regulado pela acao integrada de diferentes
vias de sinalizacdo (PETRICKA et al., 2012).

A natureza das interacdes envolvendo AUX e ABA tende a variar de acordo
com o tecido vegetal, mas de modo geral, convergem na regulacdo de muitos
processos. Sob estresse hidrico, ABA e AUX tendem a modular a arquitetura do
sistema radicular para aumentar a captacdo de agua (OVERVOORDE et al., 2010;
PETRICKA et al., 2012). Nas pontas das raizes de A. thaliana sob estimulo de ABA a
expressao dos genes AUX1 e PIN2 é mais intensa (XU et al., 2013), evidenciando a
coordenacao AUX-ABA no controle do crescimento radicular. Em arroz, ABA exdgeno
foi capaz de promover o crescimento de pelos radiculares, induzindo a expressao de
genes envolvidos na biossintese (OsAMI, OsYUCCA4 e OsYUCCAL) e transporte
(OsPIN, OsAUX e OsPID) de AUX. Mudas de arroz tratadas com ABA e NPA, um
inibidor do transporte de AUX, apresentaram raizes com pelos radiculares mais curtos,
sugerindo que uma atuagdo conjunta de ABA e AUX é necessdaria para um
desenvolvimento normal (WANG et al., 2017). Os pelos radiculares podem
corresponder a 70% da area de superficie das raizes (PEREG; MCMILLAN, 2015),
logo, sob deficiéncia hidrica promover o crescimento deles € uma vantagem

adaptativa. No caso do presente estudo, pontos de convergéncia entre AUX e ABA
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envolveram as proteinas TIR1, AUX1 e SnRK2. Os efeitos destas interacdes frente a
estresses abioticos ainda séo escassos, necessitando maiores estudos.

Por outro lado, AUXs e CKs atuam de forma antag6nica na formacao das raizes
laterais; as CKs interferem negativamente nesse processo, induzindo a degradacao
dos transportadores de AUX do tipo PINs (MARHAVY et al., 2014), sendo essa
regulacdo mediada pelo receptor AHK4 (MARHAVY et al., 2011). Além disso, foi
relatado que os FTs ARR1 também induzem a degradacdo de AUX em A. thaliana
(MAMBRO et al., 2017).

A relacdo entre AUX e ETH também € necesséria para o ajuste fino da
organogénese das raizes (HU et al., 2017). Em associacdo com AUX, o ETH induz a
formacéo de raiz adventicia (NEGI et al., 2010). A aplicagdo de ETH exdgeno na
laranja trifoliata (Poncirus trifoliata) induziu o crescimento de raizes e dos pelos
radiculares (ZHANG et al., 2016a), e neste caso o ETH agiria regulando positivamente
a expressao de genes envolvidos na biossintese e no transporte de AUX. Entretanto,
assim como CK, o ETH regula negativamente a formacao da raiz lateral através da
modulacdo da expressao de genes PIN. Sob estresse hidrico, a manutencdo das
raizes laterais pode prejudicar o alongamento da raiz axial. Assim, a inibicdo do
crescimento das raizes laterais, controlada por CK e ETH, é estratégia adaptativa, ao
direcionar os gastos energéticos para o desenvolvimento da raiz axial (KSOURI et al.,
2016). Interacbes entre componentes da via de sinalizacdo por ETH e os
transportadores PINs foram previstas na resposta tolerante de PO apés o estimulo.
Logo, tais interacdes podem ser importantes para a adaptacdo das cultivares ao
estimulo aplicado.

Na resposta da tolerante PO também foram previstas interacdes entre
componentes da via de sinalizacédo por AUX com as vias de sinalizagcédo por BRs, SA
e JAs. O equilibrio entre AUX e BRs é necessario para a regulacdo do crescimento
radicular (SUN et al., 2020). As AUXs também regulam a biossintese de BRs, e, estes
por sua vez, frente a estresses abioticos podem aumentar a expressado de genes
responsivos por AUX. Tal interacéo € mediada por BIN2, que atua fosforilando alguns
FTs da familia ARF, impedindo assim a subsequente interacdo dos ARFs com 0s
repressores transcricionais AUX/IAA (CHO et al., 2014). Estudo com A. thaliana
demonstrou que FTs ARF6 e BZR1 ativam de forma interdependente genes alvos
compartilhados, dentre eles, BIM1, BEE1, HAT2 e SAUR, genes que promovem 0

alongamento celular (OH et al., 2014). Além disso, os FTs BZR1 também interagem
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com genes PIN, induzindo a expressdo e, consequentemente, aumentando as
respostas mediadas por AUX (KONO; YIN, 2020). Nesse contexto, as interacdes
previstas entre AUX e BRs, nas respostas ao estimulo aplicado das cultivares de
feijdo-caupi, poderia conferir vantagens adaptativas.

Na resposta exclusiva de Sl, pontos de associacdes entre ABA e as vias de
sinalizacao por ETH e SL, se deu por intermédio dos componentes da familia PYL. Na
resposta tolerante PO, a interacdo de ABA com JAs, ETH e CK se deu por
componentes PYL1, PYL4 e SnRK2. Estudos reportam a associacdo dos membros
da familia PYR/ PYL com outras vias de sinalizacao por fitormoénios (HUANG et al.,
2008; DASZKOWSKA-GOLEC; SZAREJKO, 2013). Também ¢é relatado um
antagonismo entre ABA-ETH-CK, no controle do fechamento estomatico. Sabe-se que
o ETH consegue aumentar a tolerancia a estresses abibticos através da regulacao da
biossintese do ABA por intermédio dos FTs ERF (QUAN et al., 2010; CHENG et al.,
2013). Em plantas transgénicas de trigo (Triticum aestivum), a superexpressao do
gene TaERF1 foi associada com o aumento da sensibilidade ao ABA, ocasionando
um rapido fechamento estomatico (XU et al., 2007). Em A. thaliana a superexpressao
de ERF1 além de promover o fechamento estomatico, influenciaria positivamente a
regulacdo de genes especificos de resposta a seca, no acumulo de ABA e prolina
(CHENG et al., 2013). Segundo Nazareno & Hernandez (2017), o controle do
fechamento estomatico sob efeito combinado ABA-ETH torna-se menor, em
comparacao aos efeitos individuais exercidos por cada hormdnio. Um fechamento
estomatico parcial pode auxiliar na aclimatacdo a deficiéncia hidrica, uma vez que
permite a captacdo de CO2 suficiente para fotossintese, e evitaria maiores perdas de
agua para o ambiente (ACHARYA; ASSMANN, 2008).

Por sua vez, relagdes sinérgicas entre SL e ABA, frente ao estresse de seca,
ja foram relatadas (BU et al., 2014). Em A. thaliana mutacdes no gene MAX2 foram
associadas a menor sensibilidade as respostas desencadeadas pelo ABA, assim
como menor sensibilidade ao fechamento estomatico. Linhagens mutantes tambéem
apresentaram menor espessura da cuticula foliar, em comparacdo as plantas
selvagens. Essas caracteristicas contribuiram para uma maior sensibilidade das
linhagens mutantes frente ao estresse. Analises de gPCR mostraram que a mutagao
influenciou negativamente a expressao de genes responsivos ao estresse de seca, e
dos genes relacionados com a via de sinalizacdo por ABA (BU et al.,, 2014). No

presente estudo, associacdes entre MAX2 com as vias de sinalizagao por ETH e AUX
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foram previstas. Assim, monitorar a expressdao de MAX2 pode ser importante na
resposta do feijao-caupi frente a um déficit hidrico.

As interacOes envolvendo as vias de sinalizagdo por ABA e JAs podem ser
tanto sinérgicas como antagonicas. As vias de sinalizacdo por ABA e JAs convergem
na regulacdo positiva do metabolismo de ascorbato e glutationa, que atuam no
sistema de defesa antioxidante reduzindo os danos oxidativos provocados pela seca
(BROSSA et al., 2011). Alguns componentes da via de sinalizagdo por JAs sao
também fatores chaves na regulacdo da via de sinalizacdo por ABA. Em A. thaliana
sob déficit hidrico, o acumulo de JA-lle (jasmonato-isoleucina), catalisado por JAR1,
foi necessario para o acumulo de ABA nas raizes (OLLAS, ARBONA E GOMES-
CADENAS, 2015). Altos niveis de ABA associados ao JA enddgeno regulam a
modulacdo da parede celular, e assim contribuem para a aclimatacéo de A. thaliana
ao estresse de seca (HARB et al., 2010).

Além das interacBes previstas com ABA, componentes da via de sinalizagcao
por JAs, de acordo com a resposta tolerante de PO, estariam interagindo com ETH e
SA. Aacao conjunta do SA, JAs e ETH normalmente é relacionada com respostas de
defesa das plantas contra pragas e patdogenos, mas estes também desempenham
papeis relevantes nas respostas das plantas aos estresses abioticos. Os FTs ERFs
podem ser induzidos pela via de sinalizagcéo por JAs, de modo a promover a expressao
de genes relacionados com respostas a estresses abidticos (RAMEGOWDA,;
SENTHIL-KUMAR, 2015). Outra convergéncia entre JAs e ET envolve os
componentes JAZs e EIN3. Os FTs EIN3 interagem fisicamente com as proteinas
repressoras JAZ, resultando na supresséo da atividade de EIN3 (ZHU et al. 2011).
Porém, na presenca das formas bioativas de JAs, os repressores JAZ sdo degradados
e, como consequéncia, os FTs EIN3 estdo livres para exercer suas funcbes
(WASTERNACK; HAUSE 2013). Nesse contexto, as interacdes previstas entre JAs-
ETH, na resposta da cultivar tolerante PO apds o estimulo, seriam vantagens
adaptativas frente ao potencial estresse.

As vias de sinalizacdo por JAs e SA convergem na promoc¢ao da expressao de
genes envolvidos nas respostas de defesas das plantas contra pragas e patégenos.
Na resposta exclusiva tolerante de PO, SA-JAs estariam interagindo através dos
componentes WRKY70 e COI1. O modo como estes componentes atuam em conjunto

frente a estresses abidticos ainda necessita maiores estudos.
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Pontos de crosstalk entre GA-AUX foram previstos na resposta sensivel de Sl.
Muitos processos do desenvolvimento sao regulados através da acdo sinérgica de GA
e AUX, entre eles a regulacdo da expansao celular e diferenciacdo de tecidos
(O'NEILL et al. 2010). A presenca de dois elementos de resposta a GA no promotor
do gene SITIR1 do tomate (Solanum lycopersicum) sinalizou a interferéncia de GA
nas respostas mediadas por AUX (REN; WANG, 2016). As GAs também podem
exercer influéncia na abundancia das proteinas transportadoras de AUX (WILLIGE et
al. 2011). A acéo sinérgica de AUX e GA promoveu o alongamento do caule na couve
chinesa (Brassica campestris L. ssp. Chinensis var. Utilis Tsen et Lee) através da
regulacédo da expansao celular (KOU et al., 2021).

De modo geral, uma forte relagdo dos componentes das redes PPl a processos
biologicos relacionados com respostas a estresses foram observados, corroborando
os dados da literatura (FUJII et al., 2011; ZHANG et al.,2012; WANG et al., 2016,
YANG et al., 2016; SAHNI et al., 2016; AN et al. 2017). Em conjunto, as redes PPI
evidenciam a importancia dos fitorménios como reguladores chaves nas respostas
das plantas aos diferentes estresses, ao passo que os valores de coeficiente de
agrupamento local médio estimados para as redes suportam a hipétese de que as

proteinas identificadas estariam interagindo biologicamente como grupo.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho caracterizou a regulacdo transcricional de genes
envolvidos em nove vias de sinalizacao por fitorménios, em resposta a um estimulo
de desidratacdo radicular (de até 150 min.), em duas cultivares de feijao-caupi
contrastantes a seca, Pingo de Ouro (tolerante) e Santo Inacio (sensivel). Os perfis
transcricionais das vias mostraram que, no geral, Os fitorménios AUX, ABA, JAs, ETH,
BRs, SA e SL provavelmente atuam como reguladores positivos das respostas ao
estimulo de desidratacdo radicular no feijao-caupi; enquanto que os fitorménios Os
fitormdnios CK e GA atuariam como reguladores negativos nas mesmas condi¢des. A
comparacdo das respostas transcricionais das cultivares indicou diferencas
qualitativas e quantitativas, no que se refere a inducéo e repressdo dos genes
analisados. Maior nimero de genes induzidos foi observado na resposta tolerante.
Daqueles de regulacdes divergentes pelas cultivares (UR na resposta tolerante e DR
na resposta sensivel), 17 transcritos selecionados apresentam potencial para
desenvolvimento de marcadores moleculares funcionais, ap6s as devidas validactes
das expressfes via RT-gPCR. Do enriquecimento de FTs, varios foram preditos
regulando simultaneamente transcritos de diferentes vias de sinalizacdo, com
potencial para uso como transgenes, podendo influenciar em diferentes vias de
sinalizacdo por fitorménios. As redes PPl das -cultivares previram interacoes
relevantes entre proteinas componentes das diferentes vias de sinalizagéo, refletindo
a complexidade dos mecanismos moleculares relacionados, e as respostas
adaptativas ao estimulo aplicado. De modo geral, as informacdes ajudam a melhorar
o entendimento da resposta molecular imediata da cultura do feijdo-caupi frente a um

potencial déficit hidrico, representado pelo estimulo de desidratacéo radicular.
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Apéndice A - Alvos recuperados para vias de transdugdo de sinal pelos fitohormonios Auxina (AUX),
Citocinina (CK), Giberelina (GA), Acido Abscisico (ABA), Jasmonato (JAs), Etileno (ETH), Acido
Salicilico (SA), Brassinosteréides (BRs) e Estrigolactonas (SL). *T/P: nimero de sequéncias de

transcritos e proteinas recuperadas para cada alvo.

Via Alvo Anotacéao *T/IP
AUX | ABP1 Auxin-binding protein 1 3
AUX | AUX1 Auxin transporter-like protein 5 10
AUX | PINs Pin-formed family proteins 38
AUX | TIR1 Transport inhibitor response 1 3
AUX | ABF Auxin-sinaling F-box protein 3
AUX | AUX/ IAA Auxin-responsive protein I1AA 36
AUX | TPL Protein TOPLESS 9
AUX | ARF Auxin response factor 15
AUX | GH3 Indole-3-acetic acid-amido synthetase GH3 12
AUX | SAUR Auxin-responsive protein SAUR 81

Ck | ABCG14 ABCG14 transporter G family member 14 3

Ck | CRE1 Histidine kinase 5

Ck | AHP Histidine-containing phosphotransfer peotein 11

Ck | CRF Cytokinin responses factors 5

Ck | B-ARR Two-component response regulator ARR-B Family 17

Ck | A-ARR Two-component response regulator ARR-A Family 9

GA | GID1 Gibberellin receptor GID1 4

GA | DELLA DELLA protein 4

GA | GID2 F-box protein GID2 4

GA | TFs Phytochrome-interacting factor 3 8
ABA | PDRs Pleiotropic drug resistence 51
ABA | ABCG25 ATP binding cassete 25 1
ABA | AIT5 Protein NRT1/ PTR Family 3
ABA | PYR/ PYL Abscisic acid receptor PYR/PYL Family 11
ABA | PP2C Protein phosphatase 2C 22
ABA | SnRK2 Serine/threonine-protein kinase SRK2 17
ABA | ABF ABA responsive element binding factor 27
ABA | ABI5 Protein abscisic acid intensive 5 9

JAs | JAR1 Jasmonic acid-amido synthetase JAR1 3
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Via Alvo Anotacéao *T/IP
JAs | COI1 Coronatine-insensitive protein 1 2
JAs | JAZ Jasmonate ZIM domain-containing protein 9
JAs | AFP Ninja family protein 3
JAs | MYC2 Transcription factor MYC2 3
ETH | ETR Ethylene receptor 13
ETH | CTR1 Serine/threonine-protein kinase CTR1 5
ETH | SIMKK Mitogen-activated protein kinase kinase 1
ETH | MPK6 Mitogen-activated protein kinase 6 1
ETH | EIN2 Ethylene-insensitive protein 2 3
ETH | EBF1/2 EIN3-binding F-box protein 4
ETH | EIN3 Ethylene-insensitive protein 3 8
EHT | ERF1/2 Ethylene-responsive transcription factor 1 12

SA | NPR1 Regulatory protein NPR1 5

SA | TGA Transcription factor TGA 37

SA | PR-1 Pathogenesis-related protein 1 7

SA | WRKYs WRKYs transcription factors 17
BRs | BAK1 Brassinosteroid insensitive 1-associated receptor 6

kinase 1
BRs | BRI1 Protein brassinosteroid insensitive 1 1
BRs | BKI1 BRI1 kinase inhibitor 1 3
BRs | BSK BR-signaling kinase 4
BRs | BSU1 Brasinosteroid intensive 1 supressor 1 2
BRs | BIN2 Protein brassinosteroid insensitive 2 5
BRs | BZR1/2 Brassinosteroid resistant 1/ 2 5
BRs | GRF General regulatory factor (14-3-3) 11
BRs | PP2A Serine/ threonine-protein phosphatase PP2A 6
BRs | TCH4 Xyloglucan: xyloglucosyl transferase TCH4 4
BRs | CYCD3 Cyclin-D3-3 5

SL | DWARF14 Strigolactone esterase D14 5

SL | MAX2 Proteina F-box MAX2 1

SL | SMXLS Estrigolactona esterase 2

SL | TB1 Teosinte branched 1 16




APENDICE B

Apéndice B - Transcritos diferencialmente expressos (p < 0,05; FDR < 0,01) de feijao caupi, da via de transducéo de sinal por auxina, e respectivas
regulacdes observadas (Reg.) e valores de FC, nas respostas das cultivares sensivel (Sl: Santo Inacio) e tolerante (PO: Pingo de Ouro), apés raizes

expostas ao ar (até 150 min). *ID: identificador do transcrito; **FC: fold change.

ID* transcrito Componente Funcéo Reg. SI FC**
XM_028078627.1 ABP1 Transportador Ns -1,72
XM_028078629.1 ABP1 Transportador Ns -1,72
XM_028078630.1 ABP1 Transportador -2,03
XM_028065816.1 ABF Transportador -2,79
XM_028059882.1 ARF Fator de transcri¢éo -2,61
XM_028059883.1 ARF Fator de transcri¢éo 2,31
XM_028073035.1 ARF Fator de transcricdo -1,05
XM_028076496.1 ARF Fator de transcricdo Ns 1,37
XM_028056495.1 AUX/ IAA Regulador negativo Ns -1,37
XM_028078650.1 AUX/ IAA Regulador negativo Ns -1,23
XM_028062268.1 AUX/ IAA Regulador negativo -6,22
XM_028069104.1 AUX/ IAA Regulador negativo -2,78
XM_028072427.1 AUX/ IAA Regulador negativo Ns -1,37
XM_028076474.1 AUX/ 1AA Regulador negativo Ns 1,14
XM_028074181.1 AUX/ IAA Regulador negativo 2,01
XM_028051018.1 AUX/ IAA Regulador negativo 2,66
XM_028059704.1 AUX/ 1AA Regulador negativo 6,97

Reg. PO FC**
3,85
3,85
5,79
-1,37
1,10
3,04
2,19
2,18
-2,34
-2,00
0,90
ns 1,53
2,38
7,54
2,12
4,64
6,72
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ID* transcrito

Componente

Funcéo

XM_028073244.1
XM_028073245.1
XM_028074180.1
XM_028078860.1
XM_028080258.1
XM_028072547.1
XM_028053420.1
XM_028084983.1
XM_028051989.1
XM_028051990.1
XM_028051988.1
XM_028072546.1
XM_028071500.1
XM_028056306.1
XM_028058368.1
XM_028058786.1
XM_028086235.1
XM_028086242.1
XM_028049051.1
XM_028061150.1

AUX/ 1AA
AUX/ 1AA
AUX/ 1AA
AUX/ 1AA
AUX/ 1AA
AUX1
AUX1
AUX1
AUX1
AUX1
AUX1
AUX1
GH3
GH3
GH3
GH3
GH3
GH3
PINs
PINs

Regulador negativo
Regulador negativo
Regulador negativo
Regulador negativo
Regulador negativo
Transportador
Transportador
Transportador
Transportador
Transportador
Transportador
Transportador
Fator de transcricdo
Fator de transcricdo
Fator de transcricdo
Fator de transcricdo
Fator de transcricdo
Fator de transcricdo
Transportador

Transportador

Reg. SI

FC*

Reg. PO

FC™
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Continuacéo

ID transcrito Componente Funcéo Reg. SI FC**
XM_028068401.1 PINs Transportador ns 1,17
XM_028068405.1 PINs Transportador ns 1,29
XM_028068406.1 PINs Transportador ns -1,22
XM_028068407.1 PINs Transportador ns 1,17
XM_028068410.1 PINs Transportador ns 1,17
XM_028068411.1 PINs Transportador ns -1,40
XM_028068588.1 PINs Transportador ns -1,89
XM_028064086.1 SAUR Fator de transcri¢éo -4,67
XM_028082101.1 SAUR Fator de transcri¢éo -5,51
XM_028085866.1 SAUR Fator de transcri¢éo -3,91
XM_028046428.1 SAUR Fator de transcricdo -2,08
XM_028047932.1 SAUR Fator de transcricdo -3,11
XM_028048805.1 SAUR Fator de transcricdo -4,77
XM_028048910.1 SAUR Fator de transcri¢éo -30,20
XM_028048974.1 SAUR Fator de transcricdo -2,85
XM_028053995.1 SAUR Fator de transcricdo -2,90
XM_028054904.1 SAUR Fator de transcricdo -5,39
XM_028071095.1 SAUR Fator de transcricdo -9,33
XM_028071249.1 SAUR Fator de transcrigdo -3,21
XM_028075664.1 SAUR Fator de transcrigdo -4,18

Reg. PO

ns

ns

ns

ns

ns

ns

FC**
4,78
4,78
-2,69
4,78
4,78
5,00
2,75
19,14
-4,64
-6,59
1,01
2,06
1,63
2,23
-3,39
1,89
-1,13
0,18
2,02
-1,85
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Continuacao

ID transcrito

Componente

Funcéo

Reg. SI

XM_028054905.1
XM_028050317.1
XM_028050873.1
XM_028048971.1
XM_028045871.1
XM_028062459.1
XM_028066456.1
XM_028062547.1
XM_028063250.1
XM_028080729.1
XM_028051393.1
XM_028079786.1

SAUR
SAUR
SAUR
SAUR
SAUR
SAUR
SAUR
TIR1
TIR1
TIR1
TPL
TPL

Fator de transcrigdo
Fator de transcri¢éo
Fator de transcri¢éo
Fator de transcrigdo
Fator de transcrigdo
Fator de transcri¢éo
Fator de transcri¢éo
Co-receptor de AUX
Co-receptor de AUX
Co-receptor de AUX
Regulador negativo

Regulador negativo

ns
ns
ns
ns

FC* Reg.PO  FC*
-5,39 ns -1,13
-6,92 2,89
1,10 6,01
11,57 1,70
2,39 1,73
6,04 11,05
28,72 13,89
-1,92 -2,83
-1,81 2,36
1,04 3,81
2,12 ns 1,07

-1,26 11,30
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APENDICE C

Apéndice C - Transcritos diferencialmente expressos (p < 0,05; FDR < 0,01) de feijao caupi, da via de transdugao de sinal por
Acido Abscisico, e suas respectivas regulacdes observadas (Reg.) e valores de FC, nas respostas das cultivares sensivel (Sl:
Santo In4cio) e tolerante (PO: Pingo de Ouro) apos raizes expostas ao ar (até 150 min). *ID: identificador do transcrito; **FC: fold

change.

ID* transcrito Componente Funcéo Reg. SI FC** Reg. PO FC**
XM_028081113.1 ABCG25 Transportador
XM_028080856.1 ABF Fator de transcri¢éo
XM_028065080.1 ABF Fator de transcri¢éo
XM_028068671.1 ABF Fator de transcri¢éo
XM_028076695.1 ABF Fator de transcri¢éo
XM_028068672.1 ABF Fator de transcri¢éo
XM_028068673.1 ABF Fator de transcricdo
XM_028068674.1 ABF Fator de transcrigdo
XM_028068675.1 ABF Fator de transcri¢éo
XM_028068676.1 ABF Fator de transcri¢éo
XM_028056014.1 ABF Fator de transcricdo
XM_028056015.1 ABF Fator de transcrigdo
XM_028074475.1 ABF Fator de transcricdo
XM_028070506.1 AIT5 Transportador
XM_028064030.1 PDRs Transportador ns -1,51 -2,03




Continuacéo

ID* transcrito Componente Funcéo
XM_028064029.1 PDRs Transportador
XM_028072692.1 PDRs Transportador
XM_028081326.1 PDRs Transportador
XM_028069989.1 PDRs Transportador
XM_028069988.1 PDRs Transportador
XM_028069983.1 PDRs Transportador
XM_028084855.1 PDRs Transportador
XM_028046257.1 PDRs Transportador
XM_028071244.1 PDRs Transportador
XM_028086034.1 PDRs Transportador
XM_028084110.1 PDRs Transportador
XM_028060671.1 PDRs Transportador
XM_028060662.1 PDRs Transportador
XM_028070360.1 PDRs Transportador
XM_028052343.1 PDRs Transportador
XM_028085068.1 PDRs Transportador
XM_028082697.1 PP2C Regulador negativo
XM_028082698.1 PP2C Regulador negativo
XM_028082699.1 PP2C Regulador negativo

Reg. SI

FC* Reg.PO  FC*
-2,09 ns -1,85
-1,16 -3,36
-2,62 1,26
-2,81 ns -1,05
-2,81 ns -1,05
-2,81 ns -1,05
3,39 16,73
1,29 4,75
-1,00 5,28
3,89 16,70
3,77 16,16
3,77 16,16
3,77 16,16
8,74 35,12
9,36 5,22
5,21 3,09
-2,71 2,08
-2,71 ns 2,08
-2,71 ns 2,08
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Continuacéo

ID* transcrito

Componente

Funcéo

XM_028082700.1
XM_028049214.1
XM_028049215.1
XM_028049216.1
XM_028049217.1
XM_028049218.1
XM_028049219.1
XM_028049221.1
XM_028049223.1
XM_028064179.1
XM_028085041.1
XM_028085799.1
XM_028052483.1
XM_028069847.1
XM_028061365.1
XM_028050699.1
XM_028083026.1
XM_028052813.1
XM_028052814.1
XM_028049531.1

PP2C
PP2C
PP2C
PP2C
PP2C
PP2C
PP2C
PP2C
PP2C
PP2C
PP2C
PP2C
PYL/PYR
PYL/PYR
PYL/PYR
PYL/PYR
SnRK2
SnRK2
SnRK2
SnRK2

Regulador negativo -

Regulador negativo
Regulador negativo
Regulador negativo
Regulador negativo
Regulador negativo
Regulador negativo
Regulador negativo
Regulador negativo
Regulador negativo
Regulador negativo
Regulador negativo
Receptor de ABA
Receptor de ABA
Receptor de ABA
Receptor de ABA
Regulador positivo
Regulador positivo
Regulador positivo

Regulador positivo

Reg. SI

ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns

ns

FC** Reg. PO FC**
-2,71 ns 2,08
1,58 15,24
1,58 15,24
1,58 15,24
1,58 15,24
1,58 15,24
1,58 15,24
1,58 15,24
1,58 15,24
4,16 6,49
2,76 8,32
35,58 38,68
-2,17 -4,40
-4,50 -1,98
-2,26 4,77
-1,09 4,61
3,28 4,37
-5,25 ns 1,57
-5,25 ns 1,57

9,19
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Continuacao

ID* transcrito Componente Funcéao Reg. SI FC** Reg. PO FC**
XM_028052812.1 SnRK2 Regulador positivo -5,25 ns 1,57
XM_028063138.1 SnRK2 Regulador positivo 2,57 ns -1,56




APENDICE D

expostas ao ar (até 150 min). *ID: identificador do transcrito; **FC: fold change.

ID* transcrito Componente Funcéo Reg. SI FC**
XM_028067237.1 DELLA Regulador negativo ns -1,46
XM_028080653.1 DELLA Regulador negativo ns -1,96
XM_028066988.1 GID1 Receptor de GAs 2,34
XM_028080772.1 GID1 Receptor de GAs -4,12
XM_028084476.1 GID2 Regulador positivo ns -1,53
XM_028084477.1 GID2 Regulador positivo ns -1,53
XM_028084478.1 GID2 Regulador positivo ns -1,53

Reg. PO

FC**
-2,85
-2,94
-1,28
-1,39
-2,80
-2,80
-2,80

141

Apéndice D - Transcritos diferencialmente expressos (p < 0,05; FDR < 0,01). de feijdo caupi, da via de transducé&o de sinal por Giberelina, e suas respectivas
regulacdes observadas (Reg.) e valores de FC, nas respostas das cultivares sensivel (Sl: Santo Inacio) e tolerante (PO: Pingo de Ouro), apés raizes



APENDICE E

150 min). *ID: identificador do transcrito; **FC: fold change.

ID* transcrito Componente Funcéo Reg. SI FC**
XM_028059998.1 A-ARR Regulador negativo ns 1,17
XM_028046445.1 A-ARR Regulador negativo ns -1,34
XM_028055540.1 A-ARR Regulador negativo 2,41
XM_028056387.1 A-ARR Regulador negativo 4,55
XM_028061746.1 A-ARR Regulador negativo 4,96
XM_028062188.1 A-ARR Regulador negativo 6,16
XM_028064693.1 A-ARR Regulador negativo 4,10
XM_028086654.1 A-ARR Regulador negativo 3,86
XM_028058517.1 ABCG14 Transportador 1,19
XM_028061771.1 ABCG14 Transportador 3,22
XM_028077692.1 AHP Regulador positivo ns -1,47
XM_028082020.1 AHP Regulador positivo ns -1,73
XM_028063154.1 APK4 Receptor de CK ns -1,56
XM_028046795.1 B-ARR Fator de transcricdo -1,68
XM_028047420.1 B-ARR Fator de transcricdo 2,14
XM_028083301.1 B-ARR Fator de transcrigdo 1,96
XM_028065824.1 B-ARR Fator de transcrigdo -2,16

Reg. PO

FCm
-2,01
8,42
25,54
3,94
16,95
20,07
16,58
4,53
-3,09
3,17
-4,16
-2,93
3,12
-2,52
-1,79
-2,13
-1,69
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Apéndice E - Transcritos diferencialmente expressos (p < 0,05; FDR < 0,01) de feijdo caupi, da via de transducéo de sinal por citocinina, e respectivas
regulacdes (Reg.) e valores de FC, nas respostas das cultivares sensivel (SI: Santo In4cio) e tolerante (PO: Pingo de Ouro apés raizes expostas ao ar (até



Continuacao

ID transcrito

Componente

Funcéo

XM_028084120.1
XM_028084130.1
XM_028084137.1
XM_028085712.1
XM_028057957.1
XM_028063151.1
XM_028083905.1
XM_028062692.1
XM_028053502.1
XM_028084979.1
XM_028065321.1

B-ARR
B-ARR
B-ARR
CRE1
CRE1
CRE1
CRF
CRF
CRF
CRF
CRF

Fator de transcrigdo
Fator de transcri¢éo
Fator de transcri¢éo
Receptor de CK
Receptor de CK
Receptor de CK
Fator de transcri¢éo
Fator de transcrigdo
Fator de transcrigdo
Fator de transcrigdo

Fator de transcricdo

Reg Sl FC Reg PO FC
-2,62 ns 1,83
-2,62 ns 1,83
-2,62 ns 1,83
-2,25 -4,64
2,36 -1,11
-1,56 2,29
-4,28 ns 0,54
-5,57 ns 1,52
2,73 -4,53
ns -1,88 -14,44
ns 1,41
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APENDICE F

Apéndice F - Transcritos diferencialmente expressos (p < 0,05; FDR < 0,01) de feijdo caupi, da via de transducédo de sinal por jasmonato, e suas respectivas
regulacdes observadas (Reg.) e valores de FC, nas respostas das cultivares sensivel (Sl: Santo Inacio) e tolerante (PO: Pingo de Ouro) apoés raizes expostas
ao ar (até 150 min). *ID: identificador do transcrito; **FC: fold change.

ID* transcrito Componente Funcéo Reg. SI FC** Reg. PO FC**
XM_028072663.1 AFP3 Regulador negativo
XM_028084483.1 COl1 Receptor de JAs
XM_028062306.1 Ccoll Receptor de JAs
XM_028051629.1 JAR1 Regulador positivo -2,21 ns 1,83
XM_028076624.1 JAR1 Regulador positivo 2,62 5,00
XM_028056373.1 JAZ Regulador negativo -3,46 4,40
XM_028065138.1 JAZ Regulador negativo -1,12 52,96
XM_028046311.1 JAZ Regulador negativo 1,52 5,96
XM_028048258.1 JAZ Regulador negativo 9,31 150,60
XM_028052440.1 JAZ Regulador negativo 38,09 18,53
XM_028057918.1 JAZ Regulador negativo 549,33 627,15
XM_028060633.1 JAZ Regulador negativo 71,18 218,76
XM_028066740.1 JAZ Regulador negativo 1,77 5,10
XM_028085612.1 MCYC2 Fator de transcrigdo 25,72 19,81
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APENDICE G

Apéndice G - Transcritos diferencialmente expressos (p < 0,05; FDR < 0,01) de feijdo caupi, da via de transducéo de sinal por Etileno, e suas respectivas
regulacdes observadas (Reg.) e valores de FC, nas respostas das cultivares sensivel (Sl: Santo Inacio) e tolerante (PO: Pingo de Ouro) apoés raizes expostas
ao ar (até 150 min). *ID: identificador do transcrito; **FC: fold change.

ID* transcrito Componente Funcéo Reg. SI FC** Reg. PO FC**
XM_028081279.1 CTR1 Regulador negative -2,18 6,41
XM_028081280.1 CTR1 Regulador negative ns -2,00 8,01
XM_028081281.1 CTR1 Regulador negative -2,18 6,41
XM_028081282.1 CTR1 Regulador negative - -2,18 6,41
XM_028080072.1 CTR1 Regulador negative ns -1,33 2,46
XM_028046263.1 EBF-1/2 Regulador negative ns 1,31 10,46
XM_028049328.1 EBF-1/2 Regulador negative 2,13 12,82
XM_028080788.1 EIN2 Regulador positive ns -1,14 2,85
XM_028080789.1 EIN2 Regulador positive ns -1,14 2,85
XM_028072383.1 EIN3 Fator de transcrigdo 2,48 1,12
XM_028074531.1 EIN3 Fator de transcri¢éo 2,62 -1,15
XM_028072384.1 EIN3 Fator de transcri¢éo 1,53 5,06
XM_028075104.1 EIN3 Fator de transcricdo 1,33 2,64
XM_028047781.1 ERF-1/2 Fator de transcrigdo 18,65 6,36
XM_028063492.1 ERF-1/2 Fator de transcricdo 2,41 4,42
XM_028079200.1 ERF-1/2 Fator de transcri¢éo 22,09 42,84
XM_028079535.1 ERF-1/2 Fator de transcrigdo 26,22 28,63




Continuacao

ID* transcrito

Componente

Funcéo

XM_028076880.1
XM_028078631.1
XM_028078632.1
XM_028054708.1
XM_028054709.1
XM_028054710.1
XM_028054711.1
XM_028051082.1

ETR
ETR
ETR
ETR
ETR
ETR
ETR
SIMKK

Receptor de ETH
Receptor de ETH
Receptor de ETH
Receptor de ETH
Receptor de ETH
Receptor de ETH
Receptor de ETH

Regulador negativo

Reg. SI

FC** Reg. PO FC**
-2,06 ns 2,15
-3,12 ns 1,60
-3,12 ns 1,60
-2,39 3,50
-2,39 3,50
-2,39 3,50
-2,39 3,50
2,59 ns -1,31
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APENDICE H

raizes expostas ao ar (até 150 min). *ID: identificador do transcrito; **FC: fold change.

ID* transcrito

Componente

Funcéo

XM_028061327.1
XM_028046973.1
XM_028077980.1
XM_028086688.1
XM_028066148.1
XM_028072695.1
XM_028048449.1
XM_028082685.1
XM_028057942.1
XM_028058700.1
XM_028083239.1
XM_028086827.1
XM_028078235.1
XM_028084528.1
XM_028048060.1
XM_028048059.1
XM_028084204.1

BAK1
BIN2
BIN2
BRI1
BSK

BSU1
BZR-1/2
BZR-1/2
BZR-1/2
BZR-1/2
CYCD3
CYCD3
CcYCD3

GRF (14-3-3)

GRF (14-3-3)

GRF (14-3-3)

PP2A

Co-receptor de BRs
Regulador negativo
Regulador negative
Receptor de BRs
Regulador positivo
Regulador positivo
Fator de transcricdo
Fator de transcricdo
Fator de transcricdo
Fator de transcrigdo
Fator de transcricdo
Fator de transcricdo
Fator de transcricdo
Regulador geral
Regulador geral
Regulador geral

Regulador positivo

Reg. SI

ns

ns

ns

FC™

1,03
1,03
1,16

Reg. PO

FC™

5,28
5,28
3,48
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Apéndice H - Transcritos diferencialmente expressos (p < 0,05; FDR < 0,01) de feijdo caupi, da via de transdu¢&o de sinal por Brassinosterddes, e suas
respectivas regulagcfes observadas (Reg.) e valores de FC, nas respostas das cultivares sensivel (SI: Santo Inacio) e tolerante (PO: Pingo de Ouro) apés



Continuacao

ID* transcrito

Componente

Funcéao

XM_028064587.1
XM_028064588.1
XM_028064589.1
XM_028065389.1

TCH4
TCH4
TCH4
TCH4

Fator de transcrigdo
Fator de transcricdo
Fator de transcricdo

Fator de transcrigdo

Reg. SI FC** Reg. PO FC**
40,33
16,04
95,00
42,50
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APENDICE |
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Apéndice | - Transcritos diferencialmente expressos (p < 0,05; FDR < 0,01) de feijdo caupi, da via de transducéo de sinal por Acido Salicilico, e suas
respectivas regula¢cfes observadas (Reg.) e valores de FC, nas respostas das cultivares sensivel (SI: Santo Inacio) e tolerante (PO: Pingo de Ouro) apés

raizes expostas ao ar (até 150 min). *ID: identificador do transcrito; **FC: fold change.

ID* transcrito

Componente

Funcéo

XM_028084575.1
XM_028068305.1
XM_028073483.1
XM_028086583.1
XM_028060042.1
XM_028078459.1
XM_028079165.1
XM_028046723.1
XM_028055979.1
XM_028064748.1
XM_028064746.1
XM_028074113.1
XM_028074639.1
XM_028049499.1
XM_028046269.1
XM_028063463.1
XM_028058768.1

NPR1
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA
TGA

WRKYS
WRKYS
WRKYS
WRKYS
WRKYS
WRKYS
WRKYS
WRKYS

Regulador positivo
Fator de Transcricdo
Fator de Transcricao
Fator de Transcricao
Fator de Transcricao
Fator de Transcricao
Fator de Transcri¢ao
Fator de Transcricdo
Fator de Transcricdo
Fator de Transcri¢ao
Fator de Transcri¢ao
Fator de Transcricdo
Fator de Transcricdo
Fator de Transcricao
Fator de Transcricao
Fator de Transcricdo

Fator de Transcricdo

Reg. SI FC**

Reg. PO FC**



Continuacao

ID* transcrito

Componente

Funcéao

XM_028052496.1
XM_028051976.1
XM_028070449.1
XM_028059492.1

WRKYS
WRKYS
WRKYS
WRKYS

Fator de Transcricdo
Fator de Transcricao
Fator de Transcricao

Fator de Transcricao

Reg. SI

FC*

Reg. PO

FC*
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APENDICE J

raizes expostas ao ar (até 150 min). *ID: identificador do transcrito; **FC: fold change

Apéndice J - Transcritos diferencialmente expressos (p < 0,05; FDR < 0,01) de feijdo caupi, da via de transducao de sinal por Estrigolactonas, e suas
respectivas regulacfes observadas (Reg.) e valores de FC, nas respostas das cultivares sensivel (SI: Santo Inacio) e tolerante (PO: Pingo de Ouro) apés

ID* transcrito

Componente

Funcéao

XM_028054736.1
XM_028068509.1
XM_028068508.1
XM_028068507.1
XM_028068506.1
XM_028068505.1
XM_028068504.1
XM_028068503.1
XM_028068502.1
XM_028068501.1
XM_028068500.1
XM_028068498.1
XM_028068497.1
XM_028068496.1
XM_028068495.1
XM_028068933.1
XM_028085630.1

MAX2
TB1
TB1
TB1
TB1
TB1
TB1
TB1
TB1
TB1
TB1
TB1
TB1
TB1
TB1

dwarf

dwarf

Regulador negativo
Fator de transcrigdo
Fator de transcrigdo
Fator de transcrigédo
Fator de transcricédo
Fator de transcrigdo
Fator de transcricdo
Fator de transcrigdo
Fator de transcricdo
Fator de transcricdo
Fator de transcricdo
Fator de transcricdo
Fator de transcricédo
Fator de transcricdo
Fator de transcricdo
Regulador positivo

Regulador positivo

Reg. SI FC** Reg. PO FC**
- 2,21 ns 1,16
ns 1,49 13,28
ns 1,49 13,28
ns 1,49 13,28
ns 1,49 13,28
ns 1,49 13,28
ns 1,49 13,28
ns 1,49 13,28
ns 1,49 13,28
ns 1,49 13,28
ns 1,49 13,28
ns 1,49 13,28
ns 1,49 13,28
ns 1,49 13,28
ns 1,49 13,28
-541 ns -1,33
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Continuacao

ID* transcrito

Componente

Funcéao

XM_028077437.1
XM_028051393.1
XM_028079786.1

dwarf
TPL
TPL

Regulador positivo
Regulador negativo

Regulador negative

Reg. SI

FC** Reg. PO FC**

-2,53 ns 1,31
2,12 ns 1,07

-1,26 11,30
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Apéndice K - Proteinas identificadas na rede de proteina-proteina prevista para A. thaliana, com
base nos transcritos exclusivamente induzidos (UR) na cultivar Santo Inacio (sensivel), apos

estimulo de desidratacédo radicular.

Proteina Anotacédo

ABI1 Protein phosphatase 2C family protein

ABI2 Protein phosphatase 2C family protein

AXR3 AUX/IAA transcriptional regulator family protein

CTR1 Serine/threonine-protein kinase CTR1

EBF1 EIN3-binding F box protein 1

EBF2 EIN3-binding F box protein 2

EIL1 ETHYLENE INSENSITIVE 3-like 1 protein

EIN2 NRAMP metal ion transporter family protein

ETR1 Signal transduction histidine kinase

GAl GRAS family transcription factor family protein

GID1A alpha/beta-Hydrolases superfamily protein

HAB1 Protein phosphatase 2C 16

IAA14 Indole-3-acetic acid inducible 14

IAA7 Auxin-responsive protein IAA7

KAI2 alpha/beta-Hydrolases superfamily protein

0zs1 C4-dicarboxylate transporter/malic acid transport protein
PYL1 Abscisic acid receptor PYL1

PYL10 Abscisic acid receptor PYL10

PYL2 Abscisic acid receptor PYL2

PYL3 Abscisic acid receptor PYL3

PYL4 Abscisic acid receptor PYL4

PYR1 Polyketide cyclase/dehydrase and lipid transport superfamily protein
RCAR1 Regulatory component of ABA receptor 1

RCAR3 Regulatory components of ABA receptor 3

RGA1l GRAS family transcription factor family protein

SKP1 S phase kinase-associated protein 1

SLY1 F-box family protein

SNRK2.2 Serine/threonine-protein kinase SRK2D

SNRK2.3 Sucrose nonfermenting 1(SNF1)-related protein kinase 2.3

TIR1

Protein TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1



Continuacao
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Proteina

Anotacéo

XP_027901672.1
XP_027903221.1
XP_027904772.1
XP_027906883.1
XP_027907194.1
XP_027907777.1
XP_027907791.1
XP_027909303.1
XP_027910537.1
XP_027911816.1
XP_027913758.1
XP_027915684.1
XP_027918939.1
XP_027921122.1
XP_027922789.1
XP_027928184.1
XP_027930276.1
XP_027930332.1
XP_027936059.1

auxin-responsive protein SAUR32

two-component response regulator ARR12
auxin-responsive protein SAUR23-like

mitogen-activated protein kinase kinase 5-like

Vigna unguiculata protein TOPLESS-like (LOC114166640), mRNA
probable WRKY transcription factor 46

auxin transporter-like protein 4

AP2-like ethylene-responsive transcription factor Atlg79700
F-box/LRR-repeat MAX2 homolog A

ABSCISIC ACID-INSENSITIVE 5-like protein 2

histidine kinase 4-like

auxin response factor 1-like

serine/threonine-protein kinase SAPK2

AP2-like ethylene-responsive transcription factor AIL5
gibberellin receptor GID1B-like

ETHYLENE INSENSITIVE 3-like 3 protein

G-box-binding factor 4-like

protein ETHYLENE INSENSITIVE 3-like

auxin-responsive protein IAA11
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APENDICE L

Apéndice L - Proteinas identificadas na rede de proteina-proteina prevista para A. thaliana, com
base nos transcritos exclusivamente induzidos (UR) na cultivar Pingo de ouro (tolerante), ap6s

estimulo de desidratacédo radicular.

Proteina Anotacéao

APC10 Anaphase-promoting complex subunit 10
AT2G32730 Rpn2/Psmd1 subunit

AT4G24820 26S proteasome, regulatory subunit Rpn7

BES1 Brassinosteroid signalling positive regulator (BZR1) family protein
BSU1 Serine/threonine protein phosphatase family protein
BZR1 Protein BRASSINAZOLE-RESISTANT 1

CDC2 A-type cyclin-dependent kinase

CDKB1;1 Cyclin-dependent kinase B1-1

CDKB1;2 Cyclin-dependent kinase B1-2

CKS1 Catalytic subunit of cyclin dependent kinase 1
CKS2 Cyclin-dependent kinases regulatory subunit 2
CYCA3;1 Putative cyclin-A3-1

CYCA3;3 Cyclin A3

CYCA3;4 CYCLIN A3

CYCB2;2 Cyclin B2

CcYCB2;4 CYCLIN B2

CYCD2;1 Cyclin D2

CYCD3;1 CYCLIN D3

CYCDS3;3 Encode CYCD3

CYCD4;1 CYCLIN D4

CYCDE6;1 Putative cyclin-D6-1

EBF1 EIN3-binding F box protein 1

EIN4 Signal transduction histidine kinase, hybrid-type, ethylene sensor
ERS1 Ethylene response sensor 1

IAA7 Auxin-responsive protein IAA7

ICK3 Kip-related protein (KRP)

ICK5 Kip-related protein (KRP)

JAZ1 jasmonate ZIM domain-containing protein

KRP2 Kip-related protein (KRP

RPN1A 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 homolog A
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Proteina

Anotacéo

RPT3

XP_027902058.1
XP_027902064.1
XP_027902112.1
XP_027902246.1
XP_027902524.1
XP_027903860.1
XP_027905024.1
XP_027905332.1
XP_027906118.1
XP_027906500.1
XP_027906674.1
XP_027910512.1
XP_027911780.1
XP_027912107.1
XP_027912174.1
XP_027916951.1
XP_027917166.1
XP_027918107.1
XP_027918952.1
XP_027920389.1
XP_027920547.1
XP_027922541.1
XP_027924296.1
XP_027924389.1
XP_027926307.1
XP_027927045.1
XP_027928185.1
XP_027928228.1
XP_027928347.1
XP_027928836.1
XP_027929914.1
XP_027930905.1

26S proteasome regulatory subunit 6B homolog
pleiotropic drug resistance protein 1-like
EIN3-binding F-box protein 1-like

protein TIFY 3-like

two-component response regulator ARR17-like
bZIP transcription factor TGA10-like isoform X1
14-3-3-like protein isoform X1

protein phosphatase 2C 50-like
serine/threonine-protein kinase SRK2A-like
auxin-responsive protein SAUR32

abscisic acid receptor PYL4-like

auxin-responsive protein SAUR36-like

ethylene receptor

transcription factor TGA9-like isoform X1
indole-3-acetic acid-amido synthetase GH3.6-like
protein TIFY 6A-like isoform X1

Vigna unguiculata auxin efflux carrier component 2
abscisic acid receptor PYR1-like
coronatine-insensitive protein 1

histidine kinase 4-like isoform X1

xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase protein 22-like
disease resistance protein At4g27190-like isoform X1
protein TIFY 6B-like isoform X1

probable cyclic nucleotide-gated ion channel 20
Vigna unguiculata probable auxin efflux carrier component 1c
protein NRT1/ PTR FAMILY 5.6-like

ABC transporter G family member 36

ETHYLENE INSENSITIVE 3-like 3 protein
auxin-responsive protein IAA26-like isoform X2
auxin transporter-like protein 2

auxin response factor 9-like

WRKY DNA-binding transcription factor 70-like
ETHYLENE INSENSITIVE 3-like 1 protein
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Proteina

Anotacéo

XP_027932275.1
XP_027932297.1
XP_027933781.1
XP_027934431.1
XP_027935587.1
XP_027936530.1
XP_027935873.1
XP_027936590.1
XP_027940005.1
XP_027941431.1
XP_027942043.1

auxin-responsive protein IAA16-like

auxin response factor 1-like

shaggy-related protein kinase eta-like

Vigna unguiculata auxin-binding protein T85

Vigna unguiculata topless-related protein 3-like

protein TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1-like
serine/threonine-protein kinase CTR1

ethylene-insensitive protein 2

serine/threonine-protein phosphatase PP2A catalytic subunit
strigolactone esterase RMS3

probable indole-3-acetic acid-amido synthetase GH3.6 isoform X2




