RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta
dissertacao sera disponibilizado
somente a partir de 26/08/2017.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP

CAMPUS DE JABOTICABAL

CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS E MOLECULARES DE
UMA CULTIVAR DE CANA-DE-ACUCAR TOLERANTE A
SECA E SUBMETIDA AO DEFICIT HIDRICO PROLONGADO

Bruna Robiati Telles

Bidloga

2016



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP

CAMPUS DE JABOTICABAL

CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS E MOLECULARES DE
UMA CULTIVAR DE CANA-DE-ACUCAR TOLERANTE A
SECA E SUBMETIDA AO DEFICIT HIDRICO PROLONGADO

Bruna Robiati Telles
Orientadora: Profa. Dra. Maria Inés Tiraboschi Ferro
Coorientadoras: Dra. Flavia Maria de Souza Carvalho

Dra. Poliana Fernanda Giachetto

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agréarias e Veterindrias — Unesp,
Campus de Jaboticabal, como parte das
exigéncias para a obtencéo do titulo de Mestre
em Agronomia (Genética e Melhoramento de
Plantas).

2016



T274c

Telles, Bruna Robiati

Caracteristicas fisiolégicas e moleculares de uma cultivar de cana-
de-acucar tolerante a seca e submetida ao déficit hidrico prolongado /
Bruna Robiati Telles. — — Jaboticabal, 2016

Xi, 164 p. :il. ; 29 cm

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, 2016

Orientadora: Maria Inés Tiraboschi Ferro

Coorientadoras: Flavia Maria de Souza Carvalho, Poliana
Fernanda Giachetto

Banca examinadora: Priscila Lupino Gratédo, Paula Macedo Nobile

Bibliografia

1. Saccharum spp. 2. Déficit hidrico prolongado. 3. RNA-seq. 4.
Montagem de novo. I. Titulo. Il. Jaboticabal-Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarias.

CDU 633.61:631.52

Ficha catalogréfica elaborada pela Segéo Técnica de Aquisicdo e Tratamento da Informagéo —
Servico Técnico de Biblioteca e Documentagdo - UNESP, Campus de Jaboticabal.




£%-  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp®

Campus de Jaboticabal

CERTIFICADO DE APROVACAO

=

TITULO: CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS E MOLECULARES DE UMA CULTIVAR
DE CANA-DE-ACUCAR TOLERANTE A SECA E SUBMETIDA AO DEFICIT
HIDRICO PROLONGADO '

AUTORA: BRUNA ROBIATI TELLES

ORIENTADORA: MARIA INES TIRABOSCHI FERRO
CO-ORIENTADORA: FLAVIA MARIA DE SOUZA CARVALHO
CO-ORIENTADORA: POLIANA FERNANDA GIACHETTO

Aprovada como parte das exigéncias para obtencdo do Titulo de Mestra em AGRONOMIA
(GENETICA E MELHORAMENTO DE PLANTAS), pela Comiss&o Examinadora:

AMARIA DE SOUZA CARVALHO
ia / FCAV / UNESP - Jaboticabal

Pdés-doutoranda FLAVI
Departamento de Te

Profa. Dra. PRISCILA LUPING® GRATAQ
Departamento de,B&QJ%gia Aplicada a Agropecuéria / FCAV / UNESP - Jaboticabal
) i/ P

'/

Pesquisadora Dra. PAULA MACEDO NOBILE
Instituto Agrondmico de Campinas [ Centro de Cana de Acucar / Ribeirao Preto, SP

Jaboticabal, 26 de agosto de 2016.

Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterindrias - Campus de Jaboticabal -
Via de’Acesso Prof. Paulo Donato Castellane s/n, 14884900, Jaboticabal - Sdo Paulo
o fcav.unesp o phpCNPJ: 48.031.918/0012-87.

gmp




DADOS CURRICULARES DA AUTORA

Bruna Robiati Telles - nascida no municipio de Araraquara, Estado de Sao
Paulo, em 26 de junho de 1992, filha de Luiz Carlos Telles e Cleonice Robiati Telles.
Em 2007, ingressou na Escola Técnica Estadual Sylvio de Mattos Carvalho — Matéo/
SP, onde concluiu, em 2009, o Ensino Médio, ganhando o 1° lugar na VI Olimpiada
Regional de Quimica (paralela) realizada pela USP de Ribeirdo Preto e Mencao
Honrosa na Olimpiada Brasileira de Matematica das Escolas Publicas (OBMEP),
neste periodo. Em 2010, ingressou no curso de Bacharelado em Ciéncias Biol6gicas
na Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Campus de Jaboticabal, vindo a
graduar-se em fevereiro de 2014, quando ganhou na colagdo de grau o “Prémio
Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias, da Universidade Estadual Paulista,
Campus de Jaboticabal”, por ter obtido a maior média entre as disciplinas
ministradas durante o curso de graduacdo em Ciéncias Biologicas. Durante a
graduacéo, realizou duas iniciacdes cientificas financiadas pelo Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq), uma no periodo de 2012 a
2013, e outra no periodo de 2013 a 2014. Ministrou aulas de gramatica no cursinho
pré-vestibular Ativo da UNESP de Jaboticabal no periodo de 2010 a 2012, além de
participar de varios eventos da Universidade. Em novembro de 2014, ganhou
Mencao Honrosa com o trabalho intitulado: “Sequenciamento de gendtipos de cana-
de-agucar submetidos ao estresse hidrico prolongado”, na segunda fase do XXVI
Congresso de Iniciacdo Cientifica (CIC) da UNESP, o qual ficou em sétimo lugar
dentre os dez melhores trabalhos da area de biolégicas de todos os campus da
UNESP. Em agosto de 2014, iniciou o curso de Formacdo Pedagdgica de Docentes
para a Educacao Profissional em Nivel Médio no Instituto Federal de Educacao,
Ciéncia e Tecnologia de Sédo Paulo (IFSP), Campus de Sertdozinho, obtendo em
agosto de 2015 o certificado para atuar na educacdo basica na area de Ciéncias
Biologicas. Iniciou também em agosto de 2014 o curso de mestrado no Programa de
Pos-Graduacdo em Agronomia - Genética e Melhoramento de Plantas na FCAV -
UNESP/ Jaboticabal, sob a orientacdo da Profa. Dra. Maria Inés Tiraboschi Ferro, o

gue resultou no presente trabalho.



“A persisténcia € o menor caminho para o éxito”.

Charles Chaplin



DEDICATORIA

A Deus, por esta vida maravilhosa e pelas coisas incriveis que providenciaste

em minha vida;

Aos meus amados pais Luiz Carlos Telles e Cleonice Robiati Telles, por
todo carinho, compreensédo, educacdo, amor e incentivo que sempre me deram.
Sem vocés eu nao teria superado cada etapa da minha vida e todas as dificuldades
pelas quais passei até chegar aqui. Vocés sdo minha confianga, minha felicidade,
meus amores, meu tudo. Tudo o0 que eu sou eu devo a vocés. Amo VOoCcés mais que

tudo nesse mundo!

As minhas irmds Mariana Robiati Telles e Leticia Robiati Telles, por
sempre me ouvirem, me compreenderem, me ajudarem nos momentos dificeis e por
torcerem sempre por mim em todos 0os momentos da minha vida. Vocés sdo minhas
melhores amigas e os melhores presentes que 0s Nnossos pais e Deus poderiam me

dar. Amo vocés!

Ao meu namorado Ayrton Antonio Batista Junior, por todo apoio que
sempre me deu, por sempre acreditar que eu seria capaz de atingir todos 0s meus
objetivos. Agradeco pela compreensdo e pelas infinitas ajudas, acrescentando
muitas coisas para minha formacao. Vocé € muito importante para mim, um presente

de Deus muito especial. Te amo!

Dedico com amor incondicional



AGRADECIMENTOS

Infinitamente a Deus, por sempre guiar meus pensamentos e minhas
condutas, me mostrando sempre os melhores caminhos a serem seguidos e me
dando sempre muita forca para lutar pelos meus objetivos. Obrigada senhor Deus
por mais esta etapa concluida e por tudo que providenciaste em minha vida;

A Profa. Dra. Maria Inés Tiraboschi Ferro, pela orientagdo, ensinamentos,
corregBes, incentivos, conselhos nos momentos dificeis e por toda a sua
experiéncia. Agradego a Deus por ter colocado a senhora em meu caminho. N&o
tenho palavras para agradecer todo o carinho nesses anos, e por ser além de
orientadora e professora, uma grande amiga. Obrigada por tudo e pela oportunidade
de realizar este trabalho;

Ao Prof. Dr. Jesus Aparecido Ferro, pelos ensinamentos, experiéncias e
pela disponibilidade do laboratorio;

A pesquisadora Dra. Poliana Fernanda Giachetto, pela coorientago,
ensinamentos, incentivos, paciéncia, carinho e pelas analises de bioinformatica.
Suas correcdes e sugestdes foram de fundamental importancia e contribuiram muito
para a realizacao deste trabalho. Muito obrigada;

A Dra. Flavia Maria de Souza Carvalho, pela coorienta¢do, experiéncia,
ensinamentos, correcfes, amizade, auxilio nas analises dos dados e valiosas
contribuicdes para o desenvolvimento deste projeto. Muito obrigada;

Ao Prof. Dr. Daniel Guariz Pinheiro, pelos ensinamentos, sugestfes, auxilio
e pelas andlises de bioinformatica;

Ao Me. Giovanni Marques Castro, pelos ensinamentos, parceria e analises
de bioinformatica. Agradeco muito a paciéncia, as sugestées e a disponibilidade em
participar deste trabalho. Muito obrigada;

A Dra. Juliana da Silva Vantini, pela experiéncia, amizade maravilhosa,
carinho, incentivo, correcdes e sugestdes. Obrigada por ter sido a professora que
despertou em mim a paixdo pela biologia molecular e por ter me ensinado muitas
coisas desde o meu estagio no laboratério, até o término do meu mestrado;

Ao Prof. Dr. Jairo Osvaldo Cazetta, a pesquisadora Dra. Samira
Domingues Carlin Cavallari e a Dra. Thais Ramos da Silva, por todos os

ensinamentos e auxilios. Tenho muito a agradecer a vocés por terem me dado a



oportunidade de participar desde o inicio dos experimentos deste projeto, como
aluna de iniciacdo cientifica no Laboratério de Quimica e Bioquimica de Plantas, e
por apoiarem a continuidade do trabalho;

Ao Prof. Dr. Jairo Osvaldo Cazetta e a pesquisadora Dra. Samira
Domingues Carlin Cavallari, pelo auxilio nas andlises de fisiologia e pelas
discussfes sempre muito valiosas;

Aos membros da banca de qualificacdo: Profa. Dra. Poliana Fernanda
Giachetto, Dra. Samira Domingues Carlin Cavallari e Dr. Michael dos Santos
Brito, pela disponibilidade, sugestdes e correcoes;

Aos membros da comissdo examinadora: Dra. Flavia Maria de Souza
Carvalho, Profa. Dra. Priscila Lupino Gratado e Dra. Paula Macedo Nobile, pela
disponibilidade, correcdes e contribuicdes;

Ao Prof. Dr. Luiz Lehmann Coutinho, Ricardo e Camila Fernandes, pelo
sequenciamento das amostras;

Aos queridos amigos (as), companheiros (as) de trabalho do Laboratério de
Bioquimica e Biologia Molecular: Rafael Marini, Fernando, Flavia “mae”, Tamiris,
Julie, Ana, Dani, Larissa, Lucilia, Ju Vantini, Aline Belesini, Flavinha, Claudénia,
Helen, Aline Lopes, Thaisa, Angela, Janaina, Michelle, Amanda, Catarina e Jéssica,
pela amizade, companheirismo, aprendizado, auxilios e contribui¢cdes no trabalho e
por todos os momentos agradaveis que me proporcionaram, fazendo do LBM um
lugar maravilhoso de se trabalhar. Muito obrigada por tudo;

As queridas colegas do Centro de Recursos Bioldgicos e Gendmicos
(CREBIO): Agda, Mariza e Renata, agradeco pela amizade, colaboracdo e
disponibilidade em ajudar sempre que possivel;

A querida amiga e “irm&” Aline Belesini, por toda amizade, carinho,
paciéncia, compreensédo, conselhos, incentivos, ensinamentos e experiéncia. Muito
obrigada por ser essa pessoa maravilhosa e iluminada que vocé é, e pela 6tima
parceria na realizacdo deste trabalho. Ndo tenho como expressar tamanha gratidao
por toda ajuda. Este trabalho € nosso;

As queridas amigas Henriette Gellert Moranza, Janaina Costa Peres,

Fernanda Mendes de Oliveira e Dayane Andrade dos Reis, pela amizade, por todas



as conversas e pelo apoio durante esta jornada. E muito bom saber que nossa
amizade sempre serd a mesma. Obrigada;

As gordinhas, Clau, Ana, Flavinha, Julie, Tamiris, Michelle, Aline Lopes e
Aline Belesini pelos momentos maravilhosos que passamos juntas no laboratério e
fora dele, pela amizade, carinho, conselhos, compreensédo, “gordices”, e por toda
ajuda. Vocés sdo muito especiais. Muito obrigada;

A Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP/Jaboticabal), pela oportunidade de fazer o
mestrado e pelos cursos e eventos oferecidos, proporcionando uma 6tima formacao;

A Coordenacio de aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
pela bolsa de estudos;

A Fundacgdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP), pelo
financiamento da pesquisa;

A todos os alunos, funcionarios e professores do Departamento de
Tecnologia;

Aos meus queridos pais Cleonice e Luiz Carlos, por nunca medirem
esforcos para que eu tivesse uma oOtima formacdo e por me apoiarem em todas as
fases da minha vida. N&o tenho palavras que possam agradecer tudo o que fizeram
e fazem por mim. Eu serei eternamente grata a vocés por tornarem minha vida
sempre muito mais feliz, meu amor por vocés é eterno. Muito obrigada;

As minhas irmas Mariana e Leticia, e ao meu cunhado Lucas, pela amizade,
pelas longas conversas e conselhos, pelo auxilio, por todo carinho, apoio, torcida e
por todos os momentos de alegria. Vocés sdo muito especiais, amo VOCES;

A minha linda sobrinha e princesa Ana Maria, por alegrar todos os meus dias
com sua existéncia. Te amo!

Ao meu namorado Ayrton, por ser a pessoa mais incrivel que ja conheci e
por estar sempre ao meu lado, me apoiando em todos 0s momentos importantes da
minha vida. Obrigada por todo carinho e amor que sempre me deu, me ajudando
muito a concluir esta etapa. Te amo!;

A minha sogra Rosi, ao meu sogro Airton e aos meus cunhados Luis Fylipe

e Laura, por todo apoio e incentivo que sempre me deram.



SUMARIO
Pagina
1 11V [ \Y;
N 1 T I ¥ o Y
LISTA DE ABREVIATURAS ... .o e e e e e e e e Vi
LISTA DE TABELAS ... oot e e e e e e e e e e e e eaans Vii
LISTA DE FIGURAS . ...ttt et e et e et e et e e e et e e e aa e eeanns Viii
1 INTRODUGAO ......ooueoeeeeeeeeee ettt 1
2 REVISAO DE LITERATURA ..., 4
2.1 Aspectos gerais da cana-de-acUcar: origem, morfologia, fisiologia e
=T F=T o1 7= o} Lo 1 4
2.2 Importancia econdmica da cana-de-agUCAr .............ceeveeeeveeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenee. 6
2.3 Cultivares de Cana-ae-aGUCAT.............euueiriiiieiieiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 9
Y2 S T T =T o Tox = W o [ [ 10
P28 T I - 1 g Yol ] 1 0] 1 - PP PPPPPPPPPPPPPI 14
2.6 RN A-SEQ . ittt 16
V22 A Y/ (o] g1 = Yo =T 0 4 1o [ T 1o 1S 21
2.8 Estudos sobre transcriptoma de cana-de-acucar sob déficit hidrico ............ 25
3. MATERIAL E METODOS ... .o iieieeeeceeteete et te ettt eteete et steste e ste e e 29
3.1 Material vegetal e delineamento experimental ...........ccccoeeveeeeviiiiiiiiiiie e, 29
3.2 ANAliSes fiSIOIOQICAS ........ceevriiiiiii e e 33
3.2.1 Numero de perfilnos e area foliar............ccoevvvviviiiiii i, 33
3.2.2  Potencial hidriCo fOlIAr ... 34
3.2.3 indice de cor verde da folha (Via SPAD) ........cccoveeeiiiieeieeeeee s e 34
3.2.4 Fotossintese e concentracdo interna de CO2....ccoeveeeevviviiiiiiiiiieeeeeeeeinn, 34
3.2.5  ANAlISE €StatiStCA. .. .uuuuuuuiiiiiiiiii e 35
3.3 ANAlISES MOIECUIAIES ......uvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiibbiieiibb b eenannne 35
3.3.1 Coleta das folhas de cana-de-aguUcar ............cccceeeeeeeeriieeiiiiiiieeeeeeeeeeainns 35
3.3.2 Extracdo de RNA total das plantas.........ccccvuvvviiiiii i, 36
3.3.3 Quantificacdo e analise da integridade do RNA total............................. 39
3.3.4 Construcao das bibliotecas de CDNA ..........oooiiiiiiiiiiiecee e, 40

3.3.5 Clusterizacdo e SeqUeNCIamMENTO.........cceuuuiieeiiiiiieeeeeiiie e e et e e eaiiaeeaenns 42



3.4 Andlise dos dados do SEqUENCIAMENTO .......ccceeriiiiiiiiiiiiiee et 42
3.4.1 Processamento das leituras e filtragem dos dados (trimagem) ............. 42
3.4.2 Montagem De Novo do transcriptoma de cana-de-agucar .................... 43
3.4.3 Montagem de uma montagem referéncia ...........cccceeeeumimnminininnnnns 43
3.4.4 Estimativa de abundancia dos transcritos e normalizagdo .................... 44
3.4.5 ANOtaGAO OS trANSCIIIOS ......uuuuiiiiiiiiiiiiii e 44
3.4.6 Identificacdo dos genes diferencialmente expressos........ccccovvveeeeveeennnns 45
3.4.7 ldentificacdo dos genes exclusivos da cultivar tolerante ....................... 46

3.4.8 Agrupamento de perfis de genes exclusivos em 30, 60 e 90 DAT, sob os

diferentes tratameENTOS. .........ceuuuuiiii e e e e e e e e e eeaaae 46
3.4.9 Categorizagao e anotagao dos transcritos de cada grupo (“cluster”).....46
RESULTADOS E DISCUSSAO.........ccooiiiiiiiiriieiieieiee et 48
4.1  ANAIISES fISIOIOQICAS .....uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiii e 48
4.1.1 Andlise de variancia e teste de Medias .........ccccevvveeeiiiiiiiiiiiiiie e, 48
4.1.2 Numero de perfilnOS ..o 51
4.1.3  ArEATONAI c.ccvecveceeceeceeee ettt 54
4.1.4 Potencial hidrico foliar ... 57
4.1.5 Indice de cor verde dafolNa............cccooveueiiieieieiece e 60
4.1.6  FOOSSINESE ..cooeeeeeeeeeeeeee e 63
4.1.7 Concentracdo interna de COg.....uuuuiiiiieeiiiieeiiiiie e ee e e e e e e eeeaeens 65
4.1.8 Caracterizacao das cultivares através das variaveis fisiolégicas........... 67
4.2 ANAIISES MOIECUIAIES .......uuiiiiiiiiiiii e 67
4.2.1 Analise da qualidade do RNA...........ccoiiiiiiiic e 67
4.2.2 Processamento das leituras e filtragem dos dados (trimagem) ............. 74
4.2.3  MONtAgEM A€ NOVO ...uvuuiiieeeeeiieeiiiie e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e eeannnns 77
4.2.4 Identificacdo dos genes diferencialmente expressos.........ccceeeeeeeeveeennnns 80

4.2.5 Analise dos “clusters” contendo genes exclusivos da cultivar tolerante
em 30, 60 e 90 DAT sob os diferentes tratamentos ...........cccceeennninnnnnnnnnnnnnnns 80
4.2.6 Anotacdo dos transcritos exclusivos da cultivar tolerante...................... 84
4.2.7 Genes exclusivos da cultivar SP81-3250 envolvidos na tolerancia a seca

[0170] Lo o = Lo - USSP 88



iii
4.2.8 Relacgdo dos genes exclusivos da cultivar tolerante na resposta ao déficit
NIArCO ProlONQATO. ......eeiiiieeiiiee e 118
4.2.9 Genes o6rfaos envolvidos na resposta ao déficit hidrico prolongado....129

D ONCIUSAD e e e 131

B. RO I NG AS. .ooe i e s 132



iv

CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS E MOLECULARES DE UMA CULTIVAR DE
CANA-DE-ACUCAR TOLERANTE A SECA E SUBMETIDA AO DEFICIT HIDRICO
PROLONGADO

RESUMO - A cana-de-acUcar é uma cultura fortemente influenciada pela
seca, 0 que € um fator limitante para a producao sucroenergética. No Brasil, esta
cultura esta se expandindo para regifes com deficiéncia hidrica bastante acentuada,
e uma das formas de contornar este problema € utilizar cultivares que sejam mais
adaptadas a este tipo de estresse. Por isso, 0 objetivo deste trabalho foi analisar o
comportamento fisiolégico e molecular de plantas de cana-de-aglcar submetidas a
distintos periodos de deficiéncia hidrica, a fim de contribuir com novos
conhecimentos na area e auxiliar no desenvolvimento e cultivo de plantas mais bem
adaptadas a essa condicdo. Neste trabalho, foram utilizadas duas cultivares de
cana-de-acUcar contrastantes a seca (SP81-3250 e RB855453), tolerante e sensivel,
respectivamente. As plantas foram cultivadas em casa de vegetacao e submetidas a
trés controlados potenciais hidricos do solo (controle, déficit hidrico moderado e
déficit hidrico severo) a partir de 60 dias ap0s o plantio. Essas plantas foram
avaliadas molecular e fisiologicamente em trés épocas distintas: 30, 60 e 90 dias
apos a aplicacdo dos tratamentos, sendo este um dos poucos trabalhos disponiveis
até o momento sobre a resposta de plantas de cana-de-agucar sob déficit hidrico
prolongado. A tecnologia de RNA-Seq foi utilizada para obtencéo dos transcriptomas
de folhas dos dois genotipos de cana. A montagem de novo desses transcriptomas
foi realizada, o que permitiu identificar os genes exclusivos de ambas as cultivares e
analisar os exclusivos da cultivar tolerante envolvidos na resposta de defesa ao
déficit hidrico prolongado. Os parametros fisiolégicos avaliados mostraram
alteracoes significativas em resposta ao déficit hidrico. A montagem de novo
resultou em 161.295 isoformas, sendo 86.087 genes distintos. Para anotacdo, os
transcritos foram alinhados contra sequéncias de Sorghum bicolor, Arabidopsis
thaliana, bem como sequéncias de cana-de-acUcar disponiveis em bancos de dados
publicos. Através da andlise de genes diferencialmente expressos, foram
identificados 5.236 genes exclusivos. Destes, 2.635 genes sdo da cultivar SP81-
3250 e 2.601 genes da cultivar RB855453. Entre 0s genes exclusivos da cultivar
tolerante, alguns foram anotados como proteases, fatores de transcricdo, enzimas
antioxidantes, proteinas da via de sinalizacdo do etileno e proteinas da via de
sinalizacdo do acido salicilico, todos envolvidos na resposta de defesa ao déficit
hidrico, o que permitiu levantar novas hipoteses sobre 0 mecanismo de tolerancia a
seca prolongada.

Palavras-chave: Déficit hidrico prolongado, expressdo génica, genes de
tolerancia, montagem de novo, RNA-seq, Saccharum spp.



PHYSIOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERISTICS OF A SUGARCANE
CULTIVAR DROUGHT TOLERANT SUBMITTED TO A PROLONGED WATER
DEFICIT

ABSTRACT - The sugarcane culture is strongly influenced by drought, which
is a limiting factor for sugar and energy production. In Brazil, this culture is expanding
to regions with very severe water stress and one way to workaround this issue is to
use cultivars that are more adapted to this form of stress. Therefore, the objective of
this study has been to analyze the physiological and molecular behavior of
sugarcane plants submitted to different periods of water stress in order to contribute
to new knowledge in the area and assist in the development and cultivation of better-
adapted plants to this condition. In this study, we have employed two cultivars of
sugarcane that are contrasting to drought (SP81-3250 and RB855453), tolerant and
sensitive, respectively. Plants have been cultivated in a greenhouse and submitted to
three controlled potential soil hydric (control, moderate drought and severe water
deficit) from 60 days after planting.These plants have been evaluated molecular and
physiologically in three different periods: 30, 60 and 90 days after treatment
application, which is one of the few studies available to date on the response of
sugarcane plants under prolonged drought. RNA-Seq technology has been used to
obtain the transcriptomes leaves of the two genotypes of sugarcane.The de novo
assembly has been performed which has allowed identifying exclusive genes of both
cultivars and analyzing the exclusive tolerant cultivar involved in defense response to
prolonged drought. The physiological parameters evaluated have shown significant
changes in response to water stress.The de novo assembly resulted in 161,295
isoforms, with 86,087 different genes. To record, the transcripts have been were
aligned against sequences of Sorghum bicolor, Arabidopsis thaliana, and sugarcane
sequences available in public databases. Through the analysis of differentially
expressed genes have been identified 5,236 exclusive genes. Out of those, 2,635
genes come from cultivar SP81-3250 and 2,601 genes come from cultivar
RB855453. Among exclusive genes of tolerant cultivar, some have been listed as the
proteases, transcription factors, antioxidant enzymes, proteins of the ethylene
signaling pathway and proteins of salicylic acid signaling pathway, all involved in the
defense response to drought, which have allowed to raise new hypotheses about the
mechanism of tolerance the prolonged drought.

Keywords: Prolonged water deficit, gene expression, tolerance genes, de
novo assembly, RNA-seq, Saccharum spp.
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1 INTRODUCAO

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) € uma cultura importante para a
producdo de etanol e agucar, sendo considerada também uma das melhores opcdes
para bioenergia, em virtude da sua elevada capacidade de producdo de matéria
seca (SILVA et al., 2007). Além disso, a sua capacidade de armazenar sacarose
como fonte de energia primaria, em vez de compostos mais complexos como amido,
proteinas e lipidios, faz com que o seu uso na producdo de energia seja facilitado
(VARGAS et al., 2014).

A crescente demanda por esses produtos no pais e no mundo tem favorecido
a expansao da canavicultura no Brasil nos ultimos anos para as regioes de cerrado,
como o oeste e noroeste do estado de S&o Paulo, o triangulo mineiro, o leste do
Mato Grosso do Sul, Goias, Tocantins, Maranh&do e oeste da Bahia. Estas regifes
apresentam deficiéncia hidrica bastante acentuada, quando comparadas as regides
tradicionalmente ocupadas pela cultura da cana-de-aglucar, o que € um fator
limitante para a producdo. Uma das formas de contornar esse problema é plantar
nessas regioes cultivares tolerantes a seca (BRESSIANI, BUTTERFIELD; SILVA,
2011).

O desenvolvimento de cultivares tolerantes ao déficit hidrico tem sido uma
das prioridades dos programas de melhoramento genético de cana-de-agucar no
pais. Entretanto, apesar dos avancos obtidos pelo melhoramento convencional, a
escassez de informacdes genéticas e moleculares sobre os mecanismos de
tolerancia a seca e sua heranca sdo quesitos limitantes para geracao de variedades
melhoradas com sucesso (BRESSIANI, BUTTERFIELD; SILVA, 2011). Isso
acontece porque a maioria dos estudos dessa natureza avalia a expressao de genes
responsivos a seca em um curto periodo de estresse, geralmente severo e aplicado
sob plantas jovens, o que pode conduzir a avaliacBes errbneas da sensibilidade ou
tolerancia que tais plantas terdo em condicbes reais de campo, onde 0 estresse
perdura, frequentemente, por varios meses.

Assim, a compreensdao e correlacdo da expressdo dos genes e os produtos

de sua expresséo envolvidos nas respostas a deficiéncia hidrica prolongada podera
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ser a chave para desvendar e caracterizar novos mecanismos que permitam a
adaptacédo destas plantas em condicédo limitante de 4gua (RODRIGUES et al., 2009;
GUPTA et al., 2010; ISKANDAR et al., 2011; RODRIGUES et al., 2011).

Para isso, é necessério primeiramente caracterizar o germoplasma de cana-
de-acucar quanto a tolerancia ao déficit hidrico avaliando a atividade fotossintética, o
teor de clorofila, namero de folhas verdes, numero de perfilhos, condutancia
estomatica entre outras varidveis. Em seguida, € necessario fazer um
sequenciamento do transcriptoma para compreender a funcdo de um gene
especifico e sua interagcdo com diversos outros, para entender a complexa rede de
respostas que as plantas utilizam para se proteger do déficit hidrico prolongado. Sao
esses conhecimentos em conjunto que impulsionam o surgimento de novas ideias
de engenharia genética para modificar, a nivel molecular, os mecanismos de defesa,
alterando as respostas fisiologicas e agrondmicas das culturas ao déficit hidrico
(NEPOMUCENO et al., 2011).

Para realizar estudos de transcriptoma envolvendo a identificacdo de genes
diferencialmente expressos em reposta ao déficit hidrico, tem-se utilizado varias
técnicas. Uma das técnicas amplamente utilizada para o estudo do transcriptoma € o
RNA-Seq, o qual utliza tecnologias de sequenciamento de nova geracao,
caracterizadas por apresentarem um custo muito menor e rapidez na obtencédo das
sequéncias, além de maior acuracia em relagcdo ao sequenciamento convencional
(Sanger) (METZKER, 2010), e preparacdo das amostras simplificada, através da
eliminacdo da etapa de clonagem (PINTO et al. 2011). Além disso, esta técnica
permite um sequenciamento de alto rendimento, produzindo milhdes de sequéncias
curtas de RNAm que serdo posteriormente montados em transcritos, usando ou nao
um genoma de referéncia (KUMAR et al., 2014).

A cana-de-acucar possui um genoma altamente complexo e, além disso, o
mesmo ainda ndo se encontra disponivel. Dessa forma, com a montagem de novo
do transcriptoma sequenciado € possivel a reconstrucdo dos transcritos e deteccao
dos genes envolvidos na resposta ao déficit hidrico prolongado, contribuindo, assim,
com os programas de melhoramento genético da cultura e com o conhecimento

sobre 0 genoma desse organismo.
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Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar fisiologicamente as
cultivares de cana-de-aglcar SP81-3250 (tolerante a seca) e RB85453 (sensivel a
seca), submetidas ao déficit hidrico prolongado, e identificar genes exclusivamente
expressos na cultivar tolerante quando comparada a sensivel, utilizando a técnica de

RNA-Seq e a montagem de novo do transcriptoma de folhas dessas cultivares.
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5. Concluséao

Nesse trabalho, observamos que o estudo de variaveis fisiol6gicas associado
a analises moleculares fornecem resultados mais robustos e permitem inferir mais
sobre o comportamento de uma cultivar de maneira sistémica. Exemplos disso sao
os dois modelos de vias hormonais que foram propostos, um da via de sinalizagéo
do etileno e outro do &cido salicilico, mostrando o possivel esquema de sinalizacao
desses hormdnios no carater de tolerancia ao déficit hidrico prolongado da cultivar
SP81-3250.

Foram identificados 2.635 genes exclusivos da cultivar tolerante, dentre os
guais foram analisados vinte genes envolvidos em mecanismos que favorecem a
caracteristica de tolerancia ao déficit hidrico. Foram identificados também entre
esses exclusivos, 39 genes orfaos e diferencialmente expressos em relacdo ao
controle, podendo ser alvos de proximos estudos em programas de melhoramento
genético de cana-de-acucar.

Dessa forma, mesmo sendo necessarios mais estudos na area, uma vez que
nosso trabalho € um dos poucos disponiveis na analise do déficit hidrico prolongado
em cana-de-acucar, essa pesquisa possibilitou a indicacao de genes envolvidos com
a tolerancia a seca prolongada. Esses genes fornecem subsidios para futuros
estudos, visando sua utilizacdo em programas de melhoramento que almeijem o

desenvolvimento de cultivares mais tolerantes a seca.
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